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Abreviaturas 6
1. ABREVIATURAS  
 
aa  Aminoácido 
ACE  Enzima carboxi‐dipeptidasa convertasa de angiotensina 
ADN  Ácido desoxirribonucleico  
APC  Células presentadoras de antígeno  
ARN(m)  Ácido ribonucleico (mensajero) 
ATP   Adenosin trifosfato 
BFA  Brefeldina A  
BH   Bleomicina hidrolasa  
BMDC   Células dendríticas derivadas de médula ósea (Bone marrow dendritic cells)
CEV  Virión envuelto asociado a la célula (Cell‐associated enveloped virus) 
CMV  Citomegalovirus  
CTL  Linfocito T citotóxico CD8+ 
d.p.i.  Días tras la infección 
DC  Célula dendrítica  
decRVKR‐cmk   Decanoil‐peptidil‐clorometilcetona  
DRiPs  Productos ribosomales defectivos 
DTT  Ditiotreitol 
E:D  Efector:diana 
EBV   Virus de Epstein Barr 
EDTA  Acido etilendiaminotetraacético 
EEV  Virión envuelto extracelular (Extracellular enveloped virus)  
EGTA  Ácido etilenglicoltetraacético 
ERAD  Degradación asociada al RE  
ERAP  Aminopeptidasa del RE  
ERGIC   Compartimento intermedio entre RE y Golgi 
Fsig‐  Proteína F de RSV que carece de la secuencia señal. 
GFP  Proteína verde fluorescente (Green fluorescent protein) 
GM‐CSF  Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos  
h  horas 
H‐2   Complejo principal de histocompatibilidad en el ratón 
(Histocompatibilidad‐2) 
HIV  Virus de la inmunodeficiencia humana 
HLA  Antígeno leucocitario humano (Human leukocyte antigen) 
HSV‐1  Virus herpes simplex tipo I  
i.p.   Intraperitoneal 
ICS  Ensayo de tinción intracelular de citoquinas 
IDE  Enzima degradadora de insulina (Insulin degrading enzyme) 
IEV  Virión envuelto intracelular (Intracellular enveloped virus) 
IFN  Interferón 
IL‐2  Interleuquina 2  
IMV  Virión maduro intracelular (Intracellular mature virus)  
IRAP   Aminopeptidasa regulada por insulina 
    
Abreviaturas 7
IV  Virión inmaduro (Immature virus) 
kD  Kilodalton 
LAP  Leucín‐aminopeptidasa  
LC  Lactacistina 
LCMV  Virus de la coriomeningitis linfocítica 
LPS  Lipopolisacárido bacteriano 
m.o.i.  Multiplicidad de infección 
mAb  Anticuerpo monoclonal 
MHC  Complejo principal de histocompatibilidad 
min  minutos 
MVA  Cepa no replicativa de VACV (Modified virus Ankara) 
Ova  Ovoalbúmina 
PBS  Solución salina tamponada con fosfato 
PC7  Proprotein convertasa 7 
PECs  Células del lavado peritoneal  
PSA  Aminopeptidasa sensible a puromicina 
RE  Retículo endoplasmático  
ROC   Análisis estadístico "Receiver‐Operating Characteristic" 
RSV  Virus respiratorio sincitial 
rVACV  Virus vaccinia recombinante  
SBF  Suero bovino fetal  
SEM  Error estándar de la media  
SLO  Estreptolisina O  
SP  Peptidasa señal  
SPP  Peptidasa del péptido señal  
TAP  Transportador asociado a procesamiento de antígeno 
TAP‐/‐   Ratones o células deficientes en TAP 
TAP+/+   Ratones o células que expresan TAP, habitualmente de origen C57BL/6 
TCR  Receptor de células T  
TM  Transmembrana 
TOP  Oligopeptidasa thimet  
TPPII  Tripeptidil peptidasa II  
u.f.p.  Unidad formadora de placa 
VACV  Virus vaccinia 
WR  Cepa silvestre de vaccinia (Western reserve) 
β2m  β 2 microglobulina 
ΔB8R  Virus VACV que no tiene el gen B8R 
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2. INTRODUCCIÓN  
  
2.1. PROCESAMIENTO DE ANTÍGENOS PRESENTADOS POR MHC DE CLASE I A CTL. 
 
Los linfocitos T citotóxicos CD8+ (CTL) exploran la superficie de todas las células del 
cuerpo para detectar un tumor o la infección por un patógeno y eliminarlo. Su receptor 
de células T (TCR) reconoce péptidos que son presentados en la superficie de cualquier 
célula  por moléculas  del  complejo  principal  de  histocompatibilidad  (MHC)  de  clase  I. 
Estos  péptidos  proceden  del  procesamiento  proteolítico  de  proteínas  endógenas 
propias  y  extrañas  o  proteínas  exógenas,  en  el  caso  de  la  presentación  cruzada  por 
células  presentadoras  de  antígeno  profesionales  (APC).  Estos  péptidos  presentan  un 
tamaño medio  de  9  aminoácidos  (aa)  y  frecuentemente  derivan  de  precursores más 
largos que requieren un recorte proteolítico previo a su unión a moléculas de MHC de 
clase  I. El  reconocimiento específico de  los complejos MHC/péptido por el TCR de  los 
CTL  provoca  su  activación  y  proliferación,  promoviendo  la  eliminación  de  la  célula 
infectada o tumoral por su acción citotóxica o por la liberación de citocinas.  
En  la vía clásica de procesamiento antigénico  (Figura 1),  los péptidos antigénicos 
derivan  de  la  degradación  en  el  citosol  de  proteínas  endógenas  o  de  productos 
defectivos de  la  traducción  (DRIPs) por el proteasoma.  Los productos del proteasoma 
son principalmente péptidos de menos de 8 aa, pero también se generan péptidos de 8 
o más  aa  que  pueden  incluir  epítopos  o  sus  precursores.  Estos  precursores  pueden 
presentar  extensiones  de  varios  residuos  en  el  extremo  amino  que  pueden  ser 
recortadas por aminopeptidasas citosólicas. Los péptidos generados son transportados 
al retículo endoplasmático (RE) a través del transportador asociado a procesamiento de 
antígeno  (TAP).  En  el  retículo  endoplasmático  pueden  ser  sustrato  de  otras 
aminopeptidasas como las aminopeptidasas del RE (ERAP). Los péptidos son cargados en 
un complejo formado por la cadena pesada naciente de MHC de clase I y la proteína β 2 
microglobulina (β2m). El complejo estable MHC/péptido es transportado a través de  la 
vía  secretoria  constitutiva hasta  la  superficie  celular donde puede  ser  reconocido por 
linfocitos T citotóxicos CD8+ que eliminan eficazmente la célula infectada. 
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Figura 1. La vía clásica de procesamiento y presentación de antígeno por MHC de clase 
I a CTL.  
En  la  vía  clásica de procesamiento de  antígeno  los péptidos presentados  a CTL derivan de  la 
actividad  degradativa  del  proteasoma  en  el  citosol.  Los  sustratos  del  proteasoma  están 
ubicuitinados,  y  son  mayormente  productos  ribosomales  defectivos  (DRiPs)  o  proteínas 
endógenas. Los productos del proteasoma son principalmente péptidos de menos de 8 aa, pero 
también se generan péptidos de 8 o más aa que pueden incluir epítopos o sus precursores. Los 
péptidos  producidos  por  el  proteasoma  son  sustrato  de  aminopeptidasas  citosólicas  (A).  Los 
péptidos citosólicos de más de 8 aa son transportados al RE por los transportadores TAP (B). En 
el  RE  las  aminopeptidasas  ERAPs  recortan  precursores  extendidos  en  el  extremo  amino 
generando epítopos, aunque también puede destruirlos (C). Con  la ayuda de chaperonas de RE 
el epítopo final se ensambla en un complejo trimolecular estable con la cadena pesada de MHC 
de  clase  I  y  la  proteína  β2m  (D).  El  complejo  de  MHC  de  clase  I  cargado  con  el  epítopo 
(MHC/péptido) es exportado por la vía secretoria constitutiva hasta la superficie celular para su 
presentación a CTL. El  reconocimiento de un  complejo MHC/péptido  cargado  con un epítopo 
viral  por  un  CTL  específico  de  ese  epítopo  ocurre  a  través  del  TCR  (E),  y  desencadena  la 
activación del CTL que induce la apoptosis de la célula diana.  
 
2.1.1. El proteasoma. 
 
El  proteasoma  es  la  principal  endoproteasa  degradativa  de  las  células.  Se 
encuentra  altamente  conservado  y  está  localizado  en  el  citosol  y  en  el  núcleo.  El 
proteasoma  26S  es  el  complejo multiproteíco  con  actividad  proteolítica  del  sistema 
ubicuitina‐proteasoma. El proteasoma degrada sustratos poliubicuitinilados a través de 
sustratos 
poliubicuitinilados
Proteasoma
ERAPs
precursor 
extendido 
en amino
péptidos < 8aa
MHC/péptido
RE
CITOSOL
MHC I 2m
Célula infectada
CTL
TCR
GOLGI
DRiPsProteína
Precursores 
de epítopos
Aminopeptidasas
TAP
MEDIO 
EXTRACELULAR
péptidos  8aa
vía secretoria 
constitutiva
Epítopos
A
B C
D E
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la cascada enzimática constituida por E1, E2 y E3, que transfieren múltiples ubicuitinas a 
los grupos  ε‐amino de  las  lisinas de  los sustratos proteicos a degradar. El proteasoma 
26S está  formado por un núcleo catalítico 20S y por dos subunidades reguladoras 19S 
colocadas a ambos  lados del núcleo [19S‐20S‐19S], que son responsables de  la unión y 
del desplegamiento de  los  sustratos poliubicuitinilados. El núcleo 20S está compuesto 
por 28 subunidades no idénticas que se apilan en 4 anillos generando una estructura en 
forma de barril. Cada anillo externo está formado por 7 subunidades α cuya función es 
impedir el paso indiscriminado de los sustratos. El paso de los sustratos y la salida de los 
productos se producen por un cambio de orientación de las subunidades α externas del 
núcleo  20S  al  interaccionar  con  el  complejo  activador  PA28  y  con  la  subunidad 
reguladora 19S. Los 2 anillos internos constan cada uno de 7 subunidades  β catalíticas y 
su función es generar un hueco central donde se realiza la degradación de los sustratos. 
Las subunidades catalíticas del sitio activo tienen diferentes actividades, β1 tipo caspasa, 
β2 tipo tripsina y β5 tipo quimiotripsina. Cualquier aminoácido puede servir de sitio de 
corte por lo que el proteasoma tiene baja especificidad de corte.  
El proteasoma es  la principal proteasa que  se ha  implicado en  la generación de 
epítopos de MHC de clase I por varias razones: Primero, la inhibición de la actividad del 
proteasoma  con  inhibidores  específicos  elimina  casi  por  completo  la  presentación  de 
ciertos antígenos por MHC de clase  I y afecta  fuertemente, aunque de  forma variable 
para distintos alotipos, a la expresión de las moléculas de MHC de clase I en membrana. 
Además, la ausencia de actividad carboxipeptidasa significativa en el citosol (Reits y col. 
2003; Reits y col. 2004) y en el RE de células de rata (Powis y col. 1996) parecía implicar 
que  el  extremo  carboxilo  de  ligandos  de MHC  de  clase  I  debe  ser  generado  por  una 
endoproteasa.  Se  ha  demostrado  de  hecho  que  el  proteasoma  genera  el  extremo 
carboxilo correcto de ciertos epítopos que se presentan a CTL  (Shastri y col. 2005). La 
reciente  descripción  de  la  importante  implicación  de  la  enzima  carboxi‐dipeptidasa 
convertasa  de  angiotensina  (ACE)  de  la  vía  secretoria  en  la  generación  del  extremo 
carboxilo  de  ciertos  epítopos  (Shen  y  col.  2011)  ha matizado  el  papel  exclusivo  del 
proteasoma en esta función. 
Segundo, el proteasoma genera péptidos de 3 a 22 residuos de los cuales un 15% 
presenta una longitud entre 8‐10 aa, ideal para unirse a moléculas de MHC de clase I y 
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alrededor  de  un  20 %  presentan  una  longitud mayor  y  son  precursores  potenciales 
(Kisselev y col. 1999). 
Tercero,  la  presencia  de  interferón  (IFN)  γ  induce  que  se  incorporen  a  los 
proteasomas  nacientes  tres  nuevas  subunidades  β‐catalíticas,  LMP2, MELC‐1  y  LMP7, 
que reemplazan a las subunidades catalíticas constitutivas β1, β2 y β5, respectivamente. 
Estos proteasomas se denominan  inmunoproteasomas y se  localizan constitutivamente 
en tejidos linfoides como el timo, el bazo o ganglios linfáticos y bajo la estimulación por 
IFNγ  se  expresan  en  otros  tipos  celulares.  Los  inmunoproteasomas  tienen  una 
especificidad  de  corte  distinta  a  los  proteasomas  estándares,  pudiéndose  generar  un 
subconjunto  de  péptidos  distinto  o  con  una  eficiencia  distinta  (Kloetzel  y Ossendorp 
2004; Sijts y Kloetzel 2011).  
La principal función del proteasoma es la degradación de proteínas con fallos en el 
plegamiento para el reciclaje de aa y el recambio de proteínas que ya han cumplido su 
función. Las proteínas que acceden al RE y que no pasan el control de calidad deben ser 
retrotranslocadas  al  citosol  para  su  degradación  a  través  de  la  ruta  de  degradación 
asociada  al  RE  (ERAD)  en  la  que  interviene  el  transportador  bidireccional  Sec61  o 
translocón  (Wiertz  y  col.  1996).  Los  DRiPs,  productos  ribosomales  defectivos, 
representan la principal, pero no la única, fuente de péptidos que se presentan por MHC 
de clase I. La hipótesis de los DRiPs explica la rápida presentación de péptidos virales en 
la  superficie  de  las  células  infectadas  ya  que  conecta  la  traducción  de  la  proteína 
defectiva  a  la  maquinaria  de  procesamiento  de  antígeno  (Del  Val  y  López  2002; 
Princiotta y col. 2003; Yewdell y Nicchitta 2006; Dolan y col. 2011). 
Bajo  condiciones  proinflamatorias  se  generan  una  gran  cantidad  de  proteínas 
oxidadas y desplegadas que sobrepasan la actividad degradativa del sistema ubicuitina‐
proteasoma acumulándose en la célula. La función principal del inmunoproteasoma bajo 
estas  condiciones  es  contribuir  a mantener  la  homeostasis  de  las  proteínas  y  como 
resultado de la actividad degradativa conjunta del proteasoma y del inmunoproteasoma 
puede aumentar  la diversidad de péptidos accesibles para  la presentación de antígeno 
por MHC de clase I.  
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2.1.2. Aminopeptidasas  y  endopeptidasas  citosólicas  implicadas  en  procesamiento 
antigénico.  
 
Además  del  proteasoma,  otras  proteasas  participan  en  el  procesamiento 
antigénico. Se describirán individualmente y se recogen en la Tabla 1.  
El citosol es un medio muy agresivo en el que existen numerosas peptidasas que 
degradan  rápidamente  los  péptidos.  En  concreto,  el  análisis  con  péptidos marcados 
introducidos en células vivas indica que se degradan en segundos, y exclusivamente por 
aminopeptidasas, ya que péptidos protegidos en el extremo amino son estables (Reits y 
col. 2003; Reits y col. 2004). Las aminopeptidasas citosólicas colaboran en degradar  los 
péptidos hasta aa, un proceso crítico para la supervivencia celular, pero además pueden 
recortar  precursores  extendidos  en  el  extremo  amino,  bien  para  generar  el  extremo 
correcto de ligandos de MHC de clase I, o bien para destruirlo. A pesar de que la mayor 
parte de los productos del proteasoma requieren un recorte proteolítico para generar el 
extremo amino correcto, se ha descrito el caso excepcional de un ligando natural de 15 
aa con 6 aa extendidos en  su extremo amino que no  se  recortan y  se presenta a CTL 
(Samino y col. 2006). 
Se  han  descrito  varias  aminopeptidasas  citosólicas,  como  por  ejemplo,  leucín‐
aminopeptidasa  (LAP),  bleomicina  hidrolasa  (BH)  o  la  aminopeptidasa  sensible  a 
puromicina  (PSA).  LAP  es  una  metalopeptidasa  que  prefiere  aa  hidrofóbicos  en  el 
extremo amino (Turzynski y Mentlein 1990), que se induce por IFNγ, y que promueve la 
generación de un epítopo in vitro a partir de un péptido extendido en el extremo amino 
(Beninga y col. 1998). PSA y BH pueden  recortar extensiones en el extremo amino de 
péptidos largos para generar in vitro el epítopo correcto (Stoltze y col. 2000; Lévy y col. 
2002).  Sin  embargo,  también  hay  epítopos  que  no  se  benefician  de  estas 
aminopeptidasas.  Los  ratones  deficientes  en  cada  una  de  estas  aminopeptidasas 
muestran una expresión normal de moléculas de clase I en superficie y una respuesta de 
linfocitos  T  CD8+  frente  a  distintos  epítopos  virales  idéntica  a  los  ratones  silvestres 
(Towne  y  col.  2005;  Towne  y  col.  2007).  Sólo  se  ha  observado  un  incremento  en  la 
expresión de MHC de clase I en DC esplénicas de ratones deficientes en PSA, pero no se 
traduce en una mejor respuesta antiviral de linfocitos T CD8+ (Towne y col. 2008). 
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Localización  
subcelular  Vía clásica  Vías alternativas 
   Peptidasas y proteasas 
Citosol  Proteasoma  Leucín‐aminopeptidasa (LAP) 
      Bleomicina hidrolasa (BH) 
      Aminopeptidasa sensible a puromicina (PSA)
      Tripeptidil peptidasa II (TPPII) 
      Caspasas 5 y 10  
      Enzima degradora de insulina (IDE) 
      Oligopeptidasa thimet (TOP) 
      Nardilisina 
RE y vías vesiculares  ERAP  Peptidasa señal (SP) 
   Enzima convertasa de 
angiotensina (ACE) 
Peptidasa del péptido señal (SPP) 
      Furina 
      Protein convertasa 7 (PC7) 
      Catepsinas 
   Mecanismos de transporte 
RE   TAP  Secuencia señal vía Sec61 
 
Tabla  1.  Peptidasas,  proteasas  y  mecanismos  de  transporte  que  participan  en  el 
procesamiento de antígenos de MHC de clase I.  
Se comparan las distintas actividades proteolíticas y mecanismos de transporte de la vía clásica y 
de vías alternativas, además de su localización subcelular. 
 
La tripeptidil peptidasa II (TPPII) es una aminopeptidasa citosólica de la familia de 
las  subtilisinas  que  participa  en  numerosos  procesos  celulares:  división  celular, 
apoptosis,  o  en  enfermedades  como  obesidad  o  cáncer.  TPPII  retira  tripéptidos  del 
extremo amino de los sustratos a no ser que encuentre una P (Tomkinson 1999) y tiene 
además  actividad  endoproteasa  de  tipo  tripsina.  Los  péptidos  de más  de  15  aa  son 
procesados  principalmente  por  la  TPPII  y  no  por  otras  aminopeptidasas  por  lo  que 
podría  tener  un  papel  como  peptidasa  de  recorte  citosólica  de  productos  largos  del 
proteasoma (Reits y col. 2004; York y col. 2006). Se han descrito, en ensayos en cultivo 
con  inhibidores  específicos  de  la  actividad  TPPII  o  con ARN  de  interferencia,  algunos 
epítopos  que  siendo  insensibles  a  inhibidores  del  proteasoma  son  procesados  por  la 
TPPII, como un epítopo de nef del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) (Seifert y 
col.  2003)  y  otro  de  LMP1  del  virus  de  Epstein  Barr  (EBV)  (Diekmann  y  col.  2009). 
Además, la TPPII, también está implicada en la presentación de otro epítopo de LMP1 y 
del  epítopo  de  la  nucleoproteína  del  virus  de  la  gripe,  NP‐147‐155,  los  cuales  se 
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potencian  en  presencia  de  inhibidores  del  proteasoma  por  lo  que  parecen  sufrir  su 
acción destructora (Guil y col. 2006; Diekmann y col. 2009).  
Varios  grupos  han  examinado  la  presentación  de  antígenos  in  vivo  en  ratones 
deficientes en TPPII, observándose un ligero incremento en la expresión en superficie de 
MHC de clase  I y en  la presentación directa de antígenos virales de LCMV (Kawahara y 
col.  2009)  o  en  la  presentación  cruzada  del  epítopo  SIINFEKL  de  ovoalbúmina  (Ova) 
(Firat y col. 2007). Por tanto, el efecto global de la TPPII en la producción de epítopos de 
MHC de clase I sugiere un papel ligeramente destructor de esta peptidasa.  
Varios estudios describen múltiples endoproteasas que  complementan  la acción 
del proteasoma o actúan de forma independiente generando epítopos presentados por 
MHC de clase I.  
Las  caspasas  son  endoproteasas  que  forman  parte  de  una  familia  de  cisteín‐
proteasas  citosólicas  que  participan  en  respuesta  inflamatoria  y  en  procesos  de 
apoptosis. Así, se ha descrito que las caspasas 5 y 10 participan independientemente del 
proteasoma en la producción de un epítopo de citomegalovirus murino, CMV, en células 
apóptoticas  infectadas con un virus vaccinia recombinante (rVACV), y sólo  la  inhibición 
de ambas proteasas y del proteasoma consigue eliminar totalmente la presentación del 
epítopo (López y col. 2010). 
La enzima degradadora de  insulina (IDE) es una metaloproteasa ubicua que corta 
la cadena de  la  insulina y péptidos de un peso molecular menor de 12 kD. Esta enzima 
reconoce  la  conformación  del  sustrato  recortando  preferencialmente  sustratos  con 
estructura primaria de  lámina beta. Se ha descrito una epítopo de  la proteína tumoral 
MAGE‐3  presentado  por  HLA‐A1  que  es  independiente  de  proteasoma  y  cuyo 
procesamiento en el citosol se produce por la IDE (Parmentier y col. 2010).  
La  oligopeptidasa  thimet  (TOP)  es  una  endoproteasa  citosólica  ubicua  que  es 
fundamentalmente  degradativa  de  epítopos  (Saric  y  col.  2001),  pero  también  puede 
generar  péptidos  precursores  (Saric  y  col.  2004)  por  ejemplo  de  la  proteína  tumoral 
MART‐1  (Kessler  y  col.  2011).  También  puede  recortar  péptidos  pudiendo  generar  el 
extremo  carboxilo  de  un  ligando  de MHC  de  clase  I  tras  recortar  2  ó  3  residuos  del 
extremo  carboxilo  generando  de  forma  resistente  a  inhibidores  del  proteasoma  el 
epítopo de la proteína tumoral PRAME (Kessler y col. 2011).  
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La nardilisina es una endopeptidasa citosólica que reconoce motivos dibásicos, y 
que participa en la generación de péptidos precursores de la proteína tumoral PRAME y 
en la generación del extremo amino correcto del epítopo EBNA3C (Kessler y col. 2011). 
 
2.1.3. Transportadores de antígenos. 
 
2.1.3.1. Transportador asociado a procesamiento de antígeno, TAP. 
 
En  la vía clásica de presentación antigénica mediada por MHC de clase  I  los TAP 
son  un  elemento  central.  TAP  pertenece  a  la  familia  de  transportadores  ABC  (ATP 
binding  cassette)  y  su  función  principal  es  translocar  péptidos,  que  generalmente 
proceden  de  la  degradación  por  el  proteasoma,  desde  el  citosol  al  lumen  del  RE.  Su 
localización canónica es  la membrana del RE, aunque se ha observado  la presencia de 
TAP en ERGIC (compartimento intermedio entre RE y Golgi) y en el Golgi (Ghanem y col. 
2010).  TAP  es  un  heterodímero  formado  por  dos  subunidades,  TAP1  y  TAP2,  ambas 
necesarias para formar un poro con un diámetro que permite el paso de los péptidos de 
forma unidireccional al RE. Cada subunidad consta de varios dominios transmembrana 
(TM) y de un dominio citosólico hidrofílico donde se localiza el sitio de unión e hidrólisis 
del ATP. Cada una de  las subunidades de TAP tiene 10 hélices en su región TM, de  las 
cuales  las seis hélices situadas en  los extremos carboxilo  forman el poro central y son 
esenciales  y  suficientes  para  la  unión  del  péptido  y  la  translocación  al  lumen.  Las  4 
hélices en los extremos amino son indispensables para la unión de la tapasina y actúan 
como plataforma para el ensamblaje del resto de componentes del complejo de carga. 
La unión de ATP a cada subunidad suministra la energía necesaria para la translocación 
de péptidos a través de TAP (Parcej y Tampe 2010).  
Dado el polimorfismo de las moléculas de clase I, TAP debe tener una especificidad 
flexible de  sustrato que permita  suministrar un amplio  rango de péptidos a  todos  los 
alotipos.  TAP  puede  translocar  péptidos  con  una  longitud  de  8‐40  aa,  lineales, 
ramificados o modificados. Gracias a  las aminopeptidasas del RE  (ERAPs)  los péptidos 
que tienen extensiones en amino son recortados hasta un tamaño de 8‐16 aa, ideal para 
unirse  al  surco de  las moléculas de  clase  I  (Saveanu  y  col.  2005).  La  especificidad de 
sustrato de TAP está  restringida por el  reconocimiento del  residuo carboxilo  terminal, 
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básico o preferiblemente hidrofóbico, y  los 3 primeros residuos amino terminales (van 
Endert  y  col.  1995;  Peters  y  col.  2003).  El  TAP murino  prefiere  aa  hidrofóbicos  en  el 
extremo carboxilo del péptido y la influencia de los residuos amino terminales es mucho 
más baja que en el TAP humano (Burgevin y col. 2008).  
 
2.1.3.2. Mecanismos virales de inhibición de TAP. 
 
En  la vía clásica de presentación de antígeno, TAP es un punto clave, de ahí que 
muchos virus hayan evolucionado adoptando estrategias que bloqueen el transporte de 
los péptidos.  
La mayoría de los mecanismos descritos aparecen en la familia de los herpes virus. 
Estos  virus  tienen  una  baja  tasa  de  mutación  pero  han  desarrollado  múltiples 
mecanismos  de  atenuación  de  la  respuesta  inmune  para  así  interferir  con  el 
reconocimiento  de  la  célula  infectada.  La  proteína  citosólica  ICP47  del  virus  herpes 
simplex tipo I (HSV‐1) actúa como un inhibidor que compite con los péptidos y se une a 
TAP humano con una afinidad nanomolar, pero no a TAP murino (Fruh y col. 1995; Hill y 
col.  1995;  Ahn  y  col.  1996;  Tomazin  y  col.  1996).  Los  primeros  32‐34  residuos  de  la 
proteína son suficientes para bloquear la unión del péptido al transportador, la hidrólisis 
del ATP y el acceso de los péptidos al RE. De hecho, existe un péptido sintético, ICP47 1‐
35 que  se  corresponde  con  los  35  aa del  extremo  amino de  la proteína  ICP47  y que 
mantiene  la  capacidad  de  bloquear  TAP  y  disminuir  la  presentación  de  antígenos 
dependientes de TAP (Galocha y col. 1997). Se ha descrito también la utilización de virus 
recombinantes  que  expresan  la molécula  ICP47  con  los  que  se  consigue  bloquear  la 
presentación de antígenos virales (Snyder y col. 1997). 
Muchos  virus  herpes  del  género  de  los  varicelovirus  y  el  virus  de  la  varicela 
expresan una glicoproteína de membrana, UL49.5, que bloquea a TAP de forma dual. No 
ejerce ningún efecto en  la unión del péptido ni del ATP  sino que provoca que TAP  se 
mantenga constantemente en  la conformación cerrada de transporte, evitando el paso 
de los sustratos. Por otro lado, UL49.5 induce la degradación de TAP por el proteasoma 
(Koppers‐Lalic y col. 2005).  
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La glicoproteína de membrana US6 del citomegalovirus humano, CMV, bloquea la 
unión del ATP  a  TAP  actuando desde  la  cara  luminal del RE,  cara opuesta  al  sitio de 
unión del ATP. Este inhibidor no bloquea la unión del péptido (Ahn y col. 1997). 
El  EBV  bloquea  la  unión  del  péptido  y  del  ATP  a  TAP  mediante  la  proteína 
citosólica BNFL2 (Croft y col. 2009; Horst y col. 2009). 
Recientemente  se  ha  descrito  por  primera  vez  un  inhibidor  de  TAP  fuera  de  la 
familia de  los herpes. Se ha  identificado una proteína de membrana del poxvirus de  la 
viruela bovina  (CPXV12) que  inhibe  la  translocación de  los péptidos al  lumen del RE a 
través de TAP (Alzhanova y col. 2009; Byun y col. 2009) al impedir la unión al ATP. 
Hasta la fecha no se ha descrito ninguna proteína del poxvirus vaccinia (VACV) que 
bloquee  TAP.  Sin  embargo,  VACV  tiene  una multitud  de  proteínas  que  actúan  como 
inmunomoduladores  (Perdiguero  y  Esteban  2009).  Estas  proteínas  pueden  actuar 
interfiriendo con la acción del IFNγ, por ejemplo B8. Otras proteínas actúan capturando 
o  interfiriendo  la  acción  de  quimioquinas  o  citoquinas,  algunos  ejemplos  serían  las 
proteínas  B13  y  B16  que  inhiben  la  acción  de  la  IL‐1β  al  inhibir  la  caspasa  1  o  al 
secuestrar la citoquina respectivamente (Kettle y col. 1997; Smith y col. 1997). 
 
2.1.3.3. Vías alternativas de transporte de péptidos presentados por MHC de clase I. 
 
Se  ha  demostrado  la  existencia  de  epítopos  que  se  presentan  en  la  superficie 
celular  unidos  a MHC  de  clase  I  en  células  deficientes  en  TAP.  Además  las  rutas  de 
presentación de antígeno independientes de TAP parecen suficientes para controlar las 
infecciones  virales  in  vivo  ya  que personas  genéticamente  deficientes  en  TAP  no  son 
especialmente  susceptibles  a  diversas  infecciones,  excepto  algunas  bacterianas,  en 
comparación con personas normales, y son capaces de generar CTL específicos frente a 
ciertos epítopos virales  (Gadola y col. 2000). También  se han descrito varios casos de 
generación  de  una  respuesta  de  linfocitos  T  citotóxicos  CD8+  específicos  de  diversos 
antígenos  en  ratones  genéticamente  deficientes  en  TAP  (TAP‐/‐)  (Sigal  y  Rock  2000; 
Norbury y col. 2001; Medina y col. 2009). En los ratones TAP‐/‐ se ha determinado que el 
repertorio funcional de estos linfocitos T CD8+ muestra una diversidad normal en el uso 
de  cadenas  del  TCR,  lo  que  permite  el  reconocimiento  de  varios  antígenos,  con  la 
excepción de una reducida frecuencia en el uso de la cadena Vβ5, limitando la respuesta 
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frente a Ova (Sandberg y col. 1996). Sin embargo, no se ha estimado cuantitativamente 
cuál es  la contribución  real de  la presentación  independiente de TAP a una  respuesta 
global frente a un patógeno complejo, que es un objetivo de esta tesis. 
Hay muy  pocos  ejemplos  de  epítopos  que  no  requieran  de  TAP  pero  sí  de  un 
procesamiento  por  el  proteasoma  descritos  en  la  literatura  (Tabla  2).  Así,  de  los 
epítopos  independientes  de  TAP  en  los  que  se  ha  analizado  la  participación  del 
proteasoma en su procesamiento, más del 85% son procesados por otras proteasas. Los 
pocos péptidos que no requieren de TAP pero sí del proteasoma requieren además de 
un mecanismo de transporte del citosol al RE alternativo a TAP que les permita acceder 
a las moléculas de MHC de clase I. Así, se han propuesto la difusión pasiva, el translocón 
Sec61 o transportadores no identificados. Transportadores endolisosomales como TAP‐L 
o  mecanismos  como  la  autofagia  podrían  permitir  el  acceso  a  compartimentos 
vesiculares más distales (Lautscham y col. 2003a; Münz 2010; Chemali y col. 2011).  
 
Epítopo 
Proteasoma  Número % 
Dependientes  2  12 
Resistentes a inhibidores  14  88 
Suma  16  100 
Desconocido  20 
Total  36 
 
Tabla  2.  Participación  del  proteasoma 
en  el  procesamiento  de  epítopos 
independientes de TAP.  
Se  muestra  el  número  de  epítopos 
endógenos  e  independientes  de  TAP 
descritos en la literatura que requieren o no 
del  procesamiento  por  el  proteasoma.  Se 
muestra  el  porcentaje  relativo  respecto  de 
los  que  se  conoce  la  participación  del 
proteasoma, deducido de  la  sensibilidad de 
su presentación antigénica a  inhibidores del 
mismo. 
 
(Anderson  y  col.  1991;  Hammond  y  col.  1993;  Zweerink  y  col.  1993;  Gueguen  y  col.  1994; 
Schirmbeck y Reimann 1994; Hammond y col. 1995; Elliott y col. 1995; Lee y col. 1996; Khanna y 
col. 1996; de  la Salle y col. 1997; Snyder y col. 1997; Gil‐Torregrosa y col. 1998; Wood y Elliott 
1998; Snyder y col. 1998; Grommé y col. 1999; Sigal y Rock 2000; Wölfel y col. 2000; Neumeister 
y col. 2001; Paliard y col. 2001; Lautscham y col. 2001; Saulquin y col. 2001; Kuzushima y col. 
2003; Lautscham y col. 2003b; Tiwari y col. 2007;  Johnstone y col. 2008; El Hage y col. 2008; 
Oliveira y col. 2011). 
 
2.1.3.4. Aminopeptidasas de RE asociadas al procesamiento de antígeno. 
 
Comparado con el citosol, el RE presenta una baja actividad proteolítica. Además 
de las endoproteasas peptidasa señal (SP) y peptidasa del péptido señal (SPP), en el RE 
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hay  aminopeptidasas  residentes,  que  pueden  eliminar  residuos  flanqueantes  en  el 
extremo amino del péptido antigénico.  
Las  aminopeptidasas  del  RE  pertenecen  al  grupo  de  las metalopeptidasas  que 
unen zinc. Esta subfamilia tiene 3 miembros en el ser humano que son relevantes para 
procesamiento antigénico:  las enzimas ERAP1, ERAP2 e IRAP (aminopeptidasa regulada 
por  insulina). En el ratón, ERAAP es el homólogo de ERAP1, mientras que ERAP2 no se 
expresa.  Las  enzimas  ERAP  son  inducibles  por  IFNγ  pero  IRAP  no.  Estudios  con 
digestiones  in  vitro  revelan  que  ERAP1  recorta  de  forma  óptima  péptidos  con  una 
longitud entre 9 y 16 aa y  los productos  raramente  tienen menos de 8 ó 9 aa,  lo que 
sugiere  que  esta  aminopeptidasa  de  RE  ha  evolucionado  para  generar  péptidos  del 
tamaño adecuado para  la unión a moléculas de MHC de clase  I  (Serwold y  col. 2002; 
Saric y col. 2002; York y col. 2002). En cuanto a su especificidad, ERAP1 prefiere residuos 
grandes e hidrofóbicos tanto en el extremo amino como en el carboxilo del precursor, 
mientras que aa cargados o pequeños e hidrofóbicos se recortan con muy baja eficiencia 
(Saveanu y col. 2005; Chang y col. 2005; Hearn y col. 2009). Esto es consistente con el 
tamaño y la especificidad de TAP para unir y translocar péptidos al RE así como con las 
especificidades  de  los  alotipos  de MHC  de  clase  I  para  unir  péptidos.  Sin  embargo, 
ERAP1  no  puede  recortar  péptidos  con  el  aa  P  en  posición  2,  de  forma  que  estos 
péptidos  se  acumulan  en  el  RE  procedentes  de  precursores  citosólicos  más  largos, 
explicando  el  uso  preferente  de  P  en  2  como motivo  de  anclaje  de  un  porcentaje 
considerable  de  alotipos  de  MHC  de  clase  I,  a  pesar  de  la  incapacidad  de  TAP  de 
transportar  estos  péptidos  (Serwold  y  col.  2001).  El  recorte  por  ERAP1  está  también 
influido  por  las  posiciones  internas  2,  5  y  7,  con  preferencia  por  aa  hidrofóbicos  o 
cargados positivamente (Evnouchidou y col. 2008). 
 La determinación de  la estructura cristalográfica de ERAP1  (Kochan y col. 2011; 
Nguyen  y  col.  2011)  sugiere  cambios  conformacionales  que  explicarían  la  baja 
especificidad  de  sustrato  y  la  preferencia  por  sustratos  largos.  La  estructura  es más 
compatible con la hipótesis de considerar a ERAP1 como una “regla molecular” (Chang y 
col.  2005)  que  con  el modelo  alternativo  que  postulaba  su  acción  enzimática  sobre 
péptidos  ya  unidos  al  “molde”  que  proporcionaría  la  molécula  de  MHC  de  clase  I 
(Kanaseki  y  col.  2006).  El  modelo  del  molde  también  había  sido  contradicho  por 
experimentos  de  nuestro  laboratorio  con  un  péptido  de  15  aa  de  HIV,  que  es  un 
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precursor natural que se encuentra en células infectadas, y que se recorta por ERAP sólo 
en su forma libre y no cuando está unido a la molécula de MHC de clase I murina H‐2Ld 
(Samino y col. 2006; Infantes y col. 2010). 
Se  han  observado  alteraciones  en  el  repertorio  de  linfocitos  T  CD8+  del  ratón 
deficiente  en  ERAP  indicando  que  el  recorte  de  los  precursores  opera  ya  durante  la 
selección en el timo de los linfocitos T CD8+. Sin embargo, aunque este ratón tiene una 
reducción  en  la  expresión  de moléculas  de MHC  de  clase  I,  en  este  estudio  no  se 
observó ningún efecto sobre la respuesta de linfocitos T CD8+ frente a distintos epítopos 
virales  (Hammer  y  col.  2006).  Diferentes  estudios  en  cultivo  utilizando  ARN  de 
interferencia han demostrado la contribución de ERAP1 tanto a la generación como a la 
destrucción  de  distintos  epítopos  para  su  presentación  por  MHC  de  clase  I  a  CTL 
(Serwold y col. 2002; York y col. 2002). Se han descrito  también evidencias de que  la 
deficiencia  en  ERAP  compromete  la  presentación  cruzada  de  ciertos  antígenos 
particulados (Yan y col. 2006; Firat y col. 2007). 
 ERAP2 prefiere sustratos con  residuos básicos  tanto en el extremo amino como 
carboxilo. Puede  formar complejos diméricos con ERAP1  incrementando  la eficacia de 
recorte de los precursores (Saveanu y col. 2005). 
La  importancia  de  ERAP  en  el  procesamiento  antigénico  queda  reflejada  en  la 
existencia  de  inhibidores  en  citomegalovirus  (Kim  y  col.  2011).  Además,  se  ha 
identificado  una  población  de  linfocitos  T  CD8+  que  reconoce  específicamente  un 
péptido  FL9  que  sólo  se  genera  cuando  la  actividad  ERAAP  está  reprimida  y  que  es 
presentado por la molécula de MHC no convencional Qa‐1b (Nagarajan y col. 2012). 
Varios grupos han examinado la actividad proteolítica de recorte en el citosol y en 
el RE. Mediante un estudio bioinformático Schatz y col. han analizado  la frecuencia de 
aa entre  las posiciones N1 y N5, siendo N5 el residuo  inicial del péptido extendido en 
amino,  de  los  precursores  de más  de  1500  epítopos  conocidos  y  han  identificado  la 
existencia  de  un  “motivo  de  procesamiento  amino  terminal”.  Los  precursores 
extendidos en amino tienen aa como P o W en las posiciones N4‐N5 que son recortados 
inicialmente en el citosol y entran al RE con extensiones de 1 a 3 aa como L o M o con aa 
básicos  (en una baja  representación), que  serían eliminados por  aminopeptidasas del 
RE.  Las especificidades  relajadas de  corte de  las aminopeptidasas  citosólicas o del RE 
serían compatibles con este motivo de degradación amino terminal (Schatz y col. 2008).  
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2.1.4. Carboxipeptidasas de la vía secretoria asociadas al procesamiento de antígenos. 
 
Hasta el año 2011  se había asumido que  la actividad  carboxipeptidasa en  la vía 
secretoria era inexistente en células de rata (Powis y col. 1996) o muy deficiente (Snyder 
y col. 1998) o limitando unas 1000 veces la eficacia de generación de epítopos en células 
murinas y humanas (Medina y col. 2009). 
Existían  sin embargo en  células murinas  y humanas  carentes de  TAP evidencias 
claras  del  recorte  del  extremo  carboxilo  de  péptidos  naturales  tanto  derivados  de 
secuencias  señales  (Henderson y  col. 1992; Wei y Cresswell 1992)  como de proteínas 
completas (Gil‐Torregrosa y col. 1998). Finalmente, se ha descrito recientemente que la 
ACE  puede  generar  el  extremo  carboxilo  de  epítopos  desde  péptidos  procesados 
previamente  por  el  proteasoma.  La  deficiencia  de  esta  enzima  en  ratones 
genéticamente modificados genera un nuevo repertorio de epítopos propios, de forma 
que aparecen nuevos epítopos y se eliminan otros (Shen y col. 2011). 
 
2.1.5. Endoproteasas  vesiculares  implicadas  en  procesamiento  endógeno  de 
antígenos. 
 
En  el  apartado  2.1.2  describimos  antígenos  generados  por  vías  citosólicas 
alternativas a la vía convencional de procesamiento de antígeno por MHC de clase I. Al 
contrario  que  el  citosol  o  que  los  lisosomas,  la  vía  secretoria  y  los  compartimentos 
vesiculares  son  un medio menos  degradativo.  Sin  embargo  se  han  descrito  distintas 
endoproteasas  que  participan  en  el  procesamiento  de  antígenos  de MHC  de  clase  I 
(Tabla 1 y Figura 2).  
La peptidasa señal es una enzima madurativa que reconoce y retira  la secuencia 
señal  de  proteínas  que  entran  co‐traduccionalmente  en  el  RE.  Ésta  es  una  secuencia 
patrón  que  comienza  en  el  extremo  amino  con  1  a  5  residuos  básicos,  un  núcleo 
hidrofóbico  de  7  a  15  aa,  seguidos  de  3  a  7  aa  polares  y  que  termina  con  residuos 
pequeños  y  no  polares  en  el  extremo  carboxilo.  Las  secuencias  señales  cortadas  son 
péptidos  cortos que no necesitan de un gran  recorte adicional para unirse a MHC de 
clase  I. Se han descrito varios ejemplos de epítopos  independientes de TAP generados 
    
Introducción 22
por esta enzima (Henderson y col. 1992; Wei y Cresswell 1992; Bell y col. 2009) aunque 
también destruidos (Schlosser y col. 2007). 
En los estudios a gran escala del repertorio de ligandos de MHC de clase I realizado 
mediante  técnicas  de  inmunoproteómica  y  espectrometría  de masas  con  células  no 
infectadas,  se  ha  detectado  que  la  secuencia  señal  es  la principal  fuente  de  ligandos 
independientes  de  TAP  presentados  por HLA‐A2  y HLA‐B51.  El  hecho  de  que HLA‐A2 
acomode  bien  una  alanina  en  la  posición  carboxilo  terminal  explica  que  en  la mayor 
parte de los epítopos presentados por esta molécula la peptidasa señal pueda generar el 
extremo carboxilo exacto del epítopo (Weinzierl y col. 2008). En otros alotipos de MHC 
de  clase  I,  como  Kd,  HLA‐B51  o  de  clase  Ib  como Q‐a1b,  es  necesario  el  recorte  del 
epítopo tanto en el extremo amino como en el carboxilo  (Suri y col. 2006; Weinzierl y 
col.  2008;  Oliveira  y  col.  2009),  implicando  aminopeptidasas  como  ERAP  y 
carboxipeptidasas como quizás ACE.  
La peptidasa del péptido señal es otra endoproteasa del RE que corta en zonas TM 
de las proteínas y dentro de algunos péptidos señal. Está implicada en el procesamiento 
de un epítopo favoreciendo su presentación de forma dependiente de proteasoma y de 
TAP (Bland y col. 2003).  
Dos  proprotein  convertasas  localizadas  en  la  red  de  trans  Golgi,  furina  y 
proprotein convertasa PC7 se han implicado en el procesamiento de ciertos epítopos en 
la vía secretoria.  
Furina es una proprotein convertasa residente en la red del trans Golgi que media 
en  la maduración de muchas proproteinas como hormonas peptídicas o glicoproteínas 
virales. Esta enzima corta preferencialmente tras residuos polibásicos del sustrato, tiene 
especificidad  por  un motivo  RXR/KR.  La  inhibición  de  esta  proteasa  con  el  inhibidor 
específico dec‐RVKR–cmk, que  imita  los 4 aa del motivo de unión a  la proteasa,  inhibe 
de una forma dependiente de dosis la presentación a CTL del epítopo 9pp89 a partir de 
la  construcción  viral  rVV–sC‐A9A–en  células  deficientes  en  TAP  T2Ld  infectadas  (Gil‐
Torregrosa y col. 1998; Gil‐Torregrosa y col. 2000).  
 In vivo se ha descrito que  la  furina puede generar alrededor de un tercio de  los 
complejos Kb/SIINFEKL en  células TAP+ demostrando que  contribuye a  la presentación 
global de antígenos en presencia de TAP. Además se ha descrito que genera epítopos 
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que son reconocidos por linfocitos T CD8+ en ratones deficientes en TAP (Medina y col. 
2009).  
 
  
Figura 2. Endoproteasas vesiculares implicadas en el procesamiento de antígenos por 
MHC de clase I.  
El  procesamiento  antigénico  en  el  RE  puede  ser  realizado  por  la  peptidasa  señal  (SP),  la 
peptidasa del péptido señal (SPP) o por otras endoproteasas de la vía secretoría no definidas (A). 
Dos proprotein convertasas pueden generar antígenos en ausencia de TAP:  la furina  localizada 
en la red del trans Golgi y la PC7 localizada además en vesículas endocíticas (B, C). Las catepsinas 
pueden  participar  en  la  generación  de  ligandos  de  MHC  de  clase  I  en  compartimentos 
endolisosomales (D). La mayoría de los productos de estas endoproteasas requieren del recorte 
por aminopeptidasas como ERAP y por carboxipeptidasas como ACE. Las proteasas se indican en 
azul.  
 
La PC7 es una serín‐proteasa de amplia distribución tisular que típicamente corta 
sus sustratos en residuos de arginina. Se  localiza en  la red del trans Golgi y además en 
vesículas endocíticas. Se ha descrito que participa en  la estabilización de moléculas de 
MHC de clase I  inestables en  la superficie celular en compartimentos posteriores al RE, 
aportando un  segundo punto de  control de  calidad para  la  carga de nuevos péptidos 
sobre MHC (Leonhardt y col. 2010). 
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Las  catepsinas  son  cisteín  o  aspártico‐proteasas  localizadas  en  compartimentos 
endolisosomales. Se han  implicado,  junto a  la  furina, en  la generación a través de una 
ruta  vacuolar  independiente  de  TAP  del  epítopo  SIINFEKL  de  Ova  a  partir  de  una 
proteína de  fusión quimérica con  la molécula de MHC de clase  I Kb que  se  internaliza 
desde la superficie celular (Tiwari y col. 2007). 
 
2.1.6. Moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase I. 
 
Las proteínas de MHC de clase I están codificadas por genes situados en la región 
denominada  complejo  principal  de  histocompatibilidad.  Los  genes  del  MHC  son  los 
genes más polimórficos de los que se encuentran en el genoma de todas las especies de 
vertebrados  superiores.  En  el  ser  humano,  el  MHC  se  denomina  HLA  (Antígeno 
leucocitario  humano)  y  está  localizado  en  el  cromosoma  6.  Los  loci  principales  que 
codifican para moléculas de clase I se denominan HLA‐A, ‐B y ‐C. En ratones el MHC se 
llama H‐2 (histocompatibilidad‐2, por estar cerca del denominado antígeno sanguíneo 2) 
y está en el cromosoma 17. Los loci murinos son K, D y L. El conjunto de alelos del MHC 
presentes en cada cromosoma se denomina haplotipo. 
La molécula de MHC de clase I es un heterodímero compuesto por una cadena α o 
pesada que es una glicoproteína de membrana de unos 43 kD, codificada en el MHC, 
unida  no  covalentemente  a  una  segunda  cadena  de  12  kD  no  codificada  en  el MHC 
llamada β2m. La cadena α presenta tres dominios extracelulares; 1, 2 y 3 seguidos 
de un dominio TM y una cola citoplásmica corta. Los dominios 1 y 2  forman  juntos 
una cavidad hidrofóbica o surco de unión al péptido donde se concentran la mayor parte 
de los residuos polimórficos. El dominio 3 interacciona con β2m. La unión del péptido 
al surco de la molécula de MHC de clase I se produce mediante 2 tipos de interacciones 
débiles.  Los  extremos  amino  y  carboxilo  del  péptido  interaccionan  con  determinados 
residuos altamente conservados entre diferentes alotipos de MHC, por lo que el tamaño 
de  los péptidos unidos suele ser similar, entre 8 y 10 aa. Además, en el surco de unión 
existen unas subcavidades formadas por zonas polimórficas específicas de cada alotipo, 
con las que interaccionan las cadenas laterales de los denominados residuos de anclaje 
del  péptido.  Como  resultado,  diferentes  alotipos  de MHC  de  clase  I  unen  diferentes 
péptidos (Falk y col. 1991). 
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Se  conocen  los  residuos  de  anclaje  de  los  péptidos  a  los  diferentes  alotipos  de 
MHC de  clase  I humanos  y de  ratón. Normalmente  son dos  residuos,  situados en  las 
posiciones 2‐5 y en  la última posición del péptido. En concreto,  los motivos de anclaje 
preferenciales de las moléculas H‐2 Kb y Db se muestran en la Tabla 3. Esta información 
permite predecir en una determinada proteína posibles epítopos presentados por un 
alotipo de MHC de  clase  I a CTL para  lo que existen múltiples algoritmos, entre ellos 
SYFPEITHI  que mide  el  nivel  de  adecuación  de  un  péptido  a  los motivos  de  anclaje 
consenso  de  las moléculas  de MHC  de  clase  I  (www.syfpeithi.de)  (Rammensee  y  col. 
1999) y BIMAS que mide el tiempo medio de disociación de los complejos MHC:péptido 
(www‐bimas.cit.nih.gov/molbio/hla_bind/)  (Parker  y  col.  1994).  Excepcionalmente,  las 
moléculas  de MHC  de  clase  I  unen  péptidos más  largos,  usualmente  anclados  en  los 
extremos amino y carboxilo pero sobresaliendo en la zona central (Burrows y col. 2007), 
o bien con residuos protuberantes en amino (Samino y col. 2006) o en carboxilo (Collins 
y col. 1994). Este tipo de epítopos no son predichos por estos algoritmos. 
 
 
Posición 
H‐2Kb  1  2  3  4  5  6  7  8  9 
      Y     F        L    
      Y  M    
      I    
                        V    
H‐2Db  1  2  3  4  5  6  7  8  9 
      N  M 
      I 
                          L 
Tabla 3. Motivos principales (negrita) 
o auxiliares (subrayado) de anclaje de 
los péptidos a  las moléculas de MHC 
de clase I, H‐2 Kb y Db. 
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2.1.7. El complejo de carga. 
 
La  interacción entre  la molécula de clase  I y el péptido debe ser muy estable. El 
papel  del  complejo  de  carga  es  favorecer  los  complejos  óptimos  y más  estables.  El 
complejo de carga está compuesto por TAP, la tapasina, la molécula de MHC de clase I, 
la  calreticulina  (lectina  dependiente  de  calcio)  y  la  oxidorreductasa  ERp57.  El 
intercambio de péptidos de baja afinidad por péptidos de alta afinidad es promovido 
por este complejo proteico, de forma que aquellos péptidos que cumplen los requisitos 
se  unen  al  surco  principal  de  las  moléculas  de  MHC  formando  un  complejo 
heterotrimérico estable  junto a  la proteína β2m. Los complejos estables MHC/péptido 
salen del RE hacia la superficie celular por la vía secretoria. 
 En la mayoría de los casos, la presentación de los epítopos independientes de TAP 
es sensible a brefeldina A, BFA, inhibidor del transporte anterógrado en la vía secretoria 
endógena (Lippincott‐Schwartz y col. 1990). Esto se debe a que el sitio canónico para la 
unión  de  los  epítopos  a  las moléculas  de MHC  de  clase  I  es  el  RE.  Sin  embargo  la 
presentación  independiente de TAP de antígenos que  son  liberados por proteasas de 
compartimentos  endosomales,  sugiere  que  la  carga  de MHC  de  clase  I  con  péptido 
podría darse en estos compartimentos, donde ocurre el reciclaje de moléculas de MHC 
de clase I (Schirmbeck y Reimann 2002; Tiwari y col. 2007). 
 
2.2. CARACTERÍSTICAS DE LOS LIGANDOS DE MHC DE CLASE  I  INDEPENDIENTES DE 
TAP. 
 
Recientemente  se han  realizado estudios a gran escala en células deficientes en 
TAP no infectadas en los que se han aislado los péptidos presentados por 3 moléculas de 
MHC clásicas, H‐2Kd, HLA‐A2 y HLA‐B51, y una molécula no clásica, Qa‐1b. A partir del 
análisis de  los péptidos encontrados se han sugerido una serie de características sobre 
los epítopos independientes de TAP que los diferencian de los clásicos y que se resumen 
en la Tabla 4 (Del Val y col. 2011).  
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1. Se adaptan menos a los motivos de unión a MHC de clase I  
2. Algunos son ligeramente más largos y tienen una afinidad de unión a MHC más baja  
3. Derivan de proteínas de membrana y secretadas 
4. Inesperadamente, muchos de ellos derivan de proteínas citosólicas y nucleares 
5. Parte de ellos, en un número muy variable según el haplotipo, derivan de la secuencia 
señal  
6. Se benefician también del recorte en el extremo amino  
7. Es muy frecuente el recorte en el extremo carboxilo  
8. Algunos son el extremo carboxilo exacto de la proteína  
 
Tabla 4. Características de  los  ligandos de MHC de clase  I producidos en ausencia de 
TAP en comparación con los dependientes de TAP.  
(Del Val y col. 2011). 
 
El porcentaje de ligandos independientes de TAP que derivan del dominio luminal 
o TM de proteínas parentales de membrana es variable y representa desde el 10 al 70% 
dependiendo del alotipo de MHC de clase  I. Es decir, para algunos alotipos existe una 
fracción alta (del 90 al 30%) de ligandos que derivan de proteínas citosólicas, nucleares, 
mitocondriales o del dominio citosólico de proteínas de membrana (Figura 3a). Cuando 
se  compilan  los 4  alotipos estudiados, el 75% de  los  ligandos  independientes de  TAP 
derivan de proteínas citosólicas (Figura 3b). En la Figura 3c se muestra que la mayoría de 
los ligandos luminales o TM (el 90%) derivan de glicoproteínas de tipo I, siendo variable 
la fracción de epítopos que derivan de  la secuencia señal de  la proteína parental (20% 
para Kd,  25% para Qa‐1b,  80% para HLA‐B51  y  90% para HLA‐A2).  La peptidasa  señal 
puede  generar  el  extremo  carboxilo  exacto  de  aproximadamente  la  mitad  de  los 
ligandos  (todos  presentados  por  HLA‐A2),  pero  muchos  requieren  de  un  recorte 
carboxilo terminal y casi todos requieren de recorte amino. Globalmente el 43% (3/7) de 
los ligandos derivados de proteínas con regiones TM se localizan parcial o totalmente en 
regiones TM. Este porcentaje baja al 7% (3/44) si consideramos todas las proteínas con 
acceso a membrana (Figura 3c, d). 
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Figura  3.  Características  de  los  ligandos  de  MHC  de  clase  I  generados  en  las  vías 
secretorias y vesiculares e identificados en los estudios a gran escala.  
(a)  Fracción  de  ligandos  derivados  de  regiones  luminales  o  TM  de  la  proteína  parental  (gris 
oscuro) respecto a  la fracción de  ligandos derivados de  la región no vesicular  (citosol, nuclear, 
mitocondrial) para los 4 alotipos de MHC de clase I indicados. (b) Análisis global de los ligandos 
luminales o no  vesiculares mostrados en a.  Fracción de epítopos que derivan de  las distintas 
regiones de  la proteínas de tipo I (c) y de tipos II, III y IV (d). La  línea discontinua representa el 
corte  por  la  peptidasa  señal  y  las  tijeras  el  recorte  por  exopeptidasas.  Los  ligandos  se 
representan  como  rectángulos  verdes  y  en  su  interior  se  indica  el  número  de  ligandos 
encontrados  de  ese  tipo.  (d) De  los  3  ligandos  que  coinciden  con  el  extremo  carboxilo,  2  se 
encuentran en la región TM y 1 en la región citosólica de la proteína parental (Suri y col. 2006; 
Weinzierl y col. 2008; Oliveira y col. 2009). Adaptado de (Del Val y col. 2011). 
 
2.3. ACTIVACIÓN DE LINFOCITOS T CD8+. 
 
Las  células  dendríticas  (DC)  migratorias  muestrean  los  tejidos  periféricos 
capturando  antígenos  potenciales  y  migran  hacia  los  ganglios  linfáticos  donde  se 
encuentran  con  los  linfocitos  T  CD8+  vírgenes.  En  los  ganglios  linfáticos  existen  DC 
residentes  que  son  especialistas  en  presentar  antígeno  y  activar  linfocitos  T  CD8+ 
vírgenes (Crozat y col. 2010). Estas APC profesionales presentan el epítopo viral unido a 
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la molécula de MHC de clase I en superficie, que interacciona con el TCR de los linfocitos 
T CD8+ vírgenes dando lugar a la activación de los mismos (“priming”), siempre que haya 
además coestimulación mediada por  la  interacción de ciertas proteínas de  las DC y sus 
correspondientes ligandos en los linfocitos T.  
Cuando  el  epítopo  viral  presentado  resulta  del  procesamiento  endógeno  del 
antígeno viral sintetizado en  la propia DC  infectada hablamos de presentación directa. 
Por otro parte,  las DC convencionales que  también expresan CD8 son especialistas en 
incorporar antígenos de los restos de células infectadas circundantes o captar antígenos 
transferidos por las DC migratorias e introducirlos en su vía de procesamiento endógena 
para su presentación por MHC de clase I, mecanismo que se conoce como presentación 
cruzada  (“cross‐presentation”).  La  estimulación  de  linfocitos  T  CD8+  vírgenes  por APC 
profesionales mediante presentación  cruzada  se denomina activación cruzada  (“cross‐
priming”). La presentación cruzada  tiene  relevancia  fisiológica en circunstancias en  las 
que por ejemplo un virus no infecta APC (Haeryfar y col. 2005; Yewdell 2010).  
Recientemente  se  ha  demostrado  que  la  presentación  directa  de  antígenos  es 
suficiente para la activación de linfocitos T CD8+ anti‐VACV (Xu y col. 2010), aunque para 
una  cepa  no  replicativa  de  VACV, MVA,  se  ha  sugerido  que  sólo  existe  presentación 
cruzada (Gasteiger y col. 2007). Las DC infectadas expresan genes de VACV tempranos y 
tardíos  (Moutaftsi y col. 2009); sin embargo, mientras que  las DC presentan de  forma 
directa y cruzada los epítopos derivados de proteínas tempranas, se ha sugerido que los 
epítopos  tardíos no  se presentarían de  forma directa y  sólo aquellos que  se  localizan 
fuera  de  las  factorías  virales  se  presentarían  de  forma  cruzada  a  linfocitos  T  CD8+ 
(Tewalt y col. 2009). 
Tras  su  activación,  ya  sea  directa  o  cruzada,  los  linfocitos  T  CD8+  estimulados 
sufren  una  expansión  clonal  generándose  un  elevado  número  de  CTL  efectores  que 
salen del ganglio linfático y migran hacia el sitio de infección donde eliminan las células 
infectadas.  Los CTL activados  inducen  la apoptosis en  las  células  infectadas diana por 
dos  mecanismos  citotóxicos;  una  vía  implica  la  liberación  de  gránulos  secretorios 
induciendo  la  formación de poros en  la membrana de  la célula diana por acción de  la 
proteína  perforina,  y  la  entrada  de  unas  serínproteasas  llamadas  granzimas,  que 
inducen  la  apoptosis  en  la  célula  infectada.  La  otra  vía  citotóxica  depende  de  la 
interacción entre el ligando de Fas (FasL) que existe en la superficie del CTL y el receptor 
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Fas  presente  en  la  superficie  de  la  célula  infectada  presentadora.  Tras  eliminar  las 
células  infectadas, se reduce sustancialmente el número de CTL activados que mueren 
por apoptosis. Algunos CTL activados no se diferencian terminalmente a CTL efectores, 
sino que gradualmente derivan a CTL de memoria, y son responsables de una respuesta 
más rápida y efectiva en el caso de una infección secundaria.  
 
2.4. EL VIRUS VACCINIA.  
 
2.4.1. El ciclo replicativo del virus.  
 
El origen de VACV es aún desconocido pero es el virus prototipo de  laboratorio 
para estudiar  los poxvirus como el de  la viruela y es el agente utilizado como vacuna 
para  la  erradicación  de  la  viruela  humana  durante  la  década  de  1970.  VACV  es  un 
miembro del género Orthopoxvirus de  la  familia Poxviridae que posee un genoma de 
ADN de doble cadena con aproximadamente 200.000 pares de bases que codifican más 
de  200  proteínas.  VACV  realiza  su  ciclo  infectivo  en  el  citosol,  y  la  progenie  viral  se 
agrupa en  la  fase tardía de  la  infección en  los sitios denominados  factorías virales. Las 
factorías virales se descubrieron mediante microscopía electrónica por primera vez en 
1961 (Dales y SIMINOVITCH 1961), abriéndose un gran campo de estudio. En los últimos 
10  años  se  ha  descrito  en  profundidad  su  organización  funcional  y  su  composición 
proteica (Tolonen y col. 2001; Moss 2006; Katsafanas y Moss 2007). Las factorías virales 
son áreas citoplasmáticas densas que comienzan con una membrana en forma de media 
luna  creciente hasta  formar una estructura esférica  rodeada de membrana donde  los 
orgánulos celulares están excluidos. Varios estudios sugieren que esta membrana deriva 
de componentes del RE (Husain y col. 2006; Husain y col. 2007). 
VACV  da  lugar  a  dos  tipos  de  viriones  infecciosos:  el  IMV  (virus  maduro 
intracelular) está rodeado por una membrana y se mantiene en el interior celular hasta 
la  lisis de  la célula. El otro  tipo de virión está  rodeado por una doble membrana y es 
exportado por gemación desde  la célula antes de  la muerte celular. Este segundo tipo 
agrupa a los CEV (virus envueltos asociados a la célula), que permanecen asociados a la 
superficie  celular  facilitando  la  diseminación  entre  células  vecinas,  y  los  EEV  (virus 
envueltos  extracelulares),  que  median  la  diseminación  a  medio‐largo  alcance  y  son 
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especialmente  relevantes  en  la  diseminación  in  vivo.  El  IMV  es  más  susceptible  a 
anticuerpos neutralizantes y al complemento. 
 
  Figura 4. Ciclo replicativo de VACV.  
El  virus  entra  por  endocitosis 
(preferencialmente  en  el  caso  de  la  cepa 
WR) o por fusión con la célula y se libera el 
núcleo  viral  sin  membrana  en  el 
citoplasma (1).  
El  núcleo  viral  es  transportado  por 
microtúbulos al interior del citoplasma (2). 
Transcripción  de  los  ARNm  tempranos  y 
replicación del ADN (3). 
Emsamblaje de los IV dentro de la factoría 
viral  y  maduración  a  IMV,  con  una 
membrana (4).  
La mayoría  de  los  IMV  son  liberados  por 
lisis celular (5).  
Algunos  IMV son envueltos por una doble 
membrana  para  formar  IEV,  con  tres 
membranas,  que  son  transportados  a  la 
superficie celular por microtúbulos (6). 
La membrana  externa  de  los  IEV  fusiona 
con  la membrana plasmática y  se expone 
el  CEV,  con  dos  membranas,  en  la 
superficie  celular.  La  polimerización  de 
tallos  de  actina  bajo  la  superficie  celular 
impulsa  la  liberación de  los CEV en  forma 
de EEV hacia células vecinas (7). 
(Roberts y Smith 2008). 
IV:  Virión  inmaduro,  IMV:  Virión maduro 
intracelular,  IEV:  Virión  envuelto 
intracelular, CEV: Virión envuelto asociado 
a  la  célula,  EEV:  Virión  envuelto 
extracelular 
 
El ciclo de replicación viral de VACV (Figura 4) comienza con la unión a la célula del 
CEV o EEV,  la eliminación de  la membrana y  la fusión directa a  la membrana celular. El 
IMV, tras la unión, puede entrar en la célula de dos formas: mediante fusión directa con 
la  membrana  celular  o  por  endocitosis.  El  nucleoide  o  core  es  transportado  por 
microtúbulos hacia la región perinuclear de la célula y contiene el ADN compactado y las 
enzimas necesarias para comenzar la replicación del ADN y la transcripción de los genes 
tempranos  (Figura  4).  Tras  la  desencapsidación,  la  replicación  del  ADN  comienza  de 
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forma temprana unas horas después de la infección y es seguida de la expresión génica 
tardía. 
 
 
Figura 5. Categoría funcional y temporal de los genes de VACV. 
A) Se muestra el número de genes de VACV asociados a una función específica que pertenecen a 
cada categoría temporal descrita (Yang y col. 2010). B) Se muestra la fracción de genes de VACV 
de  cada  categoría  funcional  y  su  expresión  temporal  (Yang  y  col.  2011).  Las  categorías 
temporales E1.1 y E1.2 de A  se engloban en  la  categoría  “early” de B.  La  categoría PR  (post‐
replicativa) de A engloba a las categorías “intermediate” y “late” de B. Las categorías funcionales 
“Transcription” y “DNA replication” se engloban más adelante en la categoría “regulación viral”.  
 
La  expresión  génica  en  cascada  se  ha  clasificado  y  subclasificado  de  diversas 
maneras,  y  recientemente  se  han  agrupado  en  3  categorías  temporales:  tempranos, 
intermedios y tardíos (Yang y col. 2011), estas dos últimas se incluían en la categoría de 
post‐replicativos anteriormente descrita por el mismo grupo (Yang y col. 2010). El 50 % 
de  los  genes  de  VACV  son  tempranos  y  la mayoría  de  las  proteínas  expresadas  son 
A 
 
B 
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factores de  interacción con el huésped y proteínas que participan en  la replicación del 
ADN  y  en  la  transcripción.  Los  genes  intermedios  y  tardíos  codifican  principalmente 
proteínas  y  enzimas que participan  en  el  ensamblaje de  los  viriones  (Figura  5).  Estos 
viriones  intracelulares  (IMV)  rodeados por una membrana  son  transportados hasta  la 
superficie  celular  donde  pueden  quedar  asociados,  CEV,  o  liberarse  al  medio 
extracelular en  forma de EEV  (Figura 4)  (Condit y col. 2006; Roberts y Smith 2008). El 
VACV  produce  bajos  niveles  de  EEV  y  en  concreto  en  la  cepa WR  (Western Reserve) 
utilizada en este trabajo la mayoría de las partículas permanecen asociadas a la célula en 
la forma CEV (Payne 1980).  
 
2.4.2. Respuesta inmune frente a VACV. 
 
En  la respuesta  inmune frente a VACV existen componentes del sistema  innato y 
del adaptativo. Muchos  tipos de  células del  sistema  inmune  innato  se  infiltran en  los 
tejidos  tras  la  infección por VACV. Estas poblaciones  incluyen macrófagos, monocitos, 
neutrófilos  o  células NK  (natural  killer),  todos  los  cuales  tienen  diversas maneras  de 
combatir el virus. En concreto,  los macrófagos y  los neutrófilos actúan en  la respuesta 
primaria  frente  a  VACV  fagocitando  las  partículas  virales  en  los  fagolisosomas  y 
liberando especies reactivas de oxígeno y nitrógeno que  las  inactivan. La  infección por 
VACV es abortiva en macrófagos y aún no está claro su papel en la eliminación del virus 
in vivo. Los  IFNs de tipo  I son  importantes para  la respuesta  innata  frente a VACV. Sin 
embargo, la respuesta innata es sólo efectiva frente a los viriones extracelulares, así que 
son necesarias otras estrategias inmunes que eliminen la infección, ya que VACV puede 
pasar directamente de célula a célula sin necesidad de exponerse al medio extracelular 
(Moss 2006).  
El  IFNγ  presenta  una  actividad  antiviral  ya  que  la  infección  de  ratones  con  un 
rVACV que expresa  IFNγ resulta en una rápida eliminación del virus (Kohonen‐Corish y 
col.  1990).  La  proteína  B8  de  VACV  codifica  el  receptor  soluble  de  IFNγ  pero  éste 
presenta una baja afinidad por el IFN murino, lo que explicaría que el VACV que carece 
de B8 presente una virulencia  similar en el  ratón que el virus  silvestre  (Verardi y  col. 
2001) 
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La  respuesta  humoral  de  anticuerpos  es  un  componente  importante  en  la 
respuesta  antiviral  frente  a  VACV.  Para  una  protección  óptima  por  anticuerpos  es 
necesario generar anticuerpos  frente a  las distintas  formas víricas de VACV  (Xu y  col. 
2004; Mota y col. 2011).  
La respuesta celular esta mediada por linfocitos T CD4+ y CD8+. Tanto los linfocitos 
T  CD4+  como  los  T  CD8+  requieren  para  su  diferenciación  a  linfocitos  efectores  del 
reconocimiento de  complejos MHC‐péptido en  la  superficie de  las APC profesionales. 
Tras  la  infección por VACV  se acumulan  localmente una gran  cantidad de  linfocitos T 
CD4+ pero no parecen tener una actividad antiviral a pesar de ser una fuente importante 
de  IFNγ,  que más  bien  participa  en  la  activación  de  células  del  sistema  innato  y  de 
linfocitos T CD8+  (Xu y col. 2004). Tras  la  infección, se produce una gran expansión de 
linfocitos T CD8+ anti‐VACV. Los esplenocitos obtenidos ex vivo de un ratón inmunizado 
con VACV contienen CTL específicos CD8+ y lisan células infectadas in vitro con el virus.  
Existe  una  gran  cantidad  de  grupos,  entre  ellos  el  nuestro,  interesados  en  el 
estudio de los mecanismos de presentación antigénica a linfocitos T CD8+ y la respuesta 
inmune frente a virus (Fischer y Norbury 2007). 
 
2.4.3. Epítopos de VACV presentados por MHC de clase I a linfocitos T CD8+.  
 
Los linfocitos T CD8+ de memoria pueden proteger frente a la infección por VACV, 
pero en una  respuesta primaria parece que no  son necesarios,  siendo  los  linfocitos T 
CD4+ y los anticuerpos los que consiguen eliminar el virus (Xu y col. 2004). 
Sin embargo, el estudio de esta respuesta inmune de CTL estaba dificultado por el 
desconocimiento de  los epítopos que reconocían. Una amplia variedad de técnicas han 
sido  utilizadas  por  diferentes  grupos  de  investigación  con  el  objetivo  de  identificar 
epítopos que se presentan a  linfocitos T CD8+. Estas técnicas  incluyen  la predicción de 
epítopos basándose en algoritmos, cromatografía y espectrometría de masas,  librerías 
de péptidos, estrategias de clonaje y expresión génica, etc. Dado el gran polimorfismo 
del  MHC,  se  han  identificado  epítopos  de  VACV  presentados  por  distintos  alotipos 
utilizando diferentes líneas celulares humanas o diferentes cepas de ratón.  
Hasta la fecha se ha conseguido identificar más de 200 determinantes antigénicos 
para  los  linfocitos T CD8+ en el contexto de 7 alotipos diferentes de HLA (Oseroff y col. 
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2005;  Pasquetto  y  col.  2005;  Terajima  y  col.  2006)  y  5  alotipos murinos.  En  la  cepa 
BALB/c se han descrito 54 determinantes presentados por las moléculas H‐2 Kd, Ld y Dd 
(Tscharke y col. 2006; Oseroff y col. 2008). En el contexto murino de H‐2Kb y Db se han 
descrito  recientemente  49  determinantes  antigénicos  para  los  linfocitos  T  CD8+ 
(Tscharke y col. 2005; Moutaftsi y col. 2006) y en este trabajo se han utilizado 30 de los 
49.  Estos  30  epítopos  derivan  de  27  proteínas  que  constituyen  un  subconjunto 
representativo de  las proteínas  totales de VACV. Se han descrito 9 proteínas de VACV 
que  son  inmunoprevalentes, es decir, que  contienen epítopos presentados por  varios 
alotipos de H‐2 o de HLA, de las que hemos analizado en este trabajo 5. 
 
2.4.4. Los VACV recombinantes (rVACV) en el estudio de la respuesta inmune celular y 
como vector vacunal. 
 
VACV  posee  un  gran  genoma  que  permite  albergar  insertos  grandes  de  ADN 
foráneo manteniendo  su  infectividad.  Su  ciclo  replicativo  facilita  el  procesamiento  y 
presentación al sistema  inmune de  las proteínas de  interés. Los rVACV tienen una alta 
capacidad  para  infectar  un  elevado  número  de  tipos  celulares  y  alcanzar  niveles 
elevados  de  síntesis  proteica.  Además  permite  que  ocurran  modificaciones  post‐
traduccionales,  procesamiento,  secreción  y  transporte  acordes  con  la  estructura 
primaria de  la proteína expresada y el tipo celular (Moss 1996; Moss 2006). Los rVACV 
permiten  estudiar  la  respuesta  inmune  y  la  protección  frente  a  distintos  agentes 
infecciosos,  por  lo  que  se  han  utilizado  ampliamente  para  inducir  CTL  específicos  en 
animales  y  para  generar  dianas  reconocidas  por  CTL  in  vitro.  En  etapas  tardías  de  la 
infección por VACV aparecen los mayores efectos citopáticos, y se asume que en general 
disminuye la presentación de antígenos por MHC de clase I y la presentación directa de 
algunos epítopos tardíos está bloqueada (Coupar y col. 1986; Tewalt y col. 2009), por lo 
que  se  recomienda  el  uso  de  promotores  tempranos  o  tempranos/tardíos  para  la 
inducción de CTL o preparación de dianas para CTL. 
Estudios  in  vivo  con  animales  infectados  con  rVACV  permiten  determinar  la 
respuesta celular o humoral a proteínas específicas. Existe un gran número de ejemplos 
en los que la inmunización de animales con rVACV que expresan antígenos tumorales o 
de otros patógenos  virales ha proporcionado una protección  total o parcial  contra el 
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tumor o  la  infección por  lo que podrían utilizarse como agentes de  inmunoterapia en 
cáncer o como vacunas vivas. La seguridad en humanos se ha abordado desarrollando 
vectores de infectividad atenuada (Garcia‐Arriaza y col. 2011) o muy restringida a ciertos 
tipos celulares o ciertas especies. Entre las posibles dificultades hay que tener en cuenta 
el  problema  de  la  eficacia  debido  a  la  existencia  de  una  población  previamente 
inmunizada frente a la viruela (Ramírez y col. 2000; Fischer y Norbury 2007). Además se 
ha observado que la proporción de linfocitos T CD8+ (y de otros agentes inmunes) frente 
a los antígenos propios de VACV es mayor que la que se produce frente a los antígenos 
recombinantes. 
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3. OBJETIVOS 
 
Con  el  fin  de  estudiar  la  contribución  de  las  vías  alternativas  de  presentación 
antigénica  por  las moléculas  de MHC  de  clase  I  a  la  respuesta  de  linfocitos  T  CD8+ 
antivirales,  analizamos  la  presentación  de  antígenos  de VACV  en  el modelo  de  ratón 
C57BL/6. Nos planteamos los siguientes objetivos: 
‐ Identificar  la  respuesta  inmune  específica  de  linfocitos  T  CD8+  de  ratones 
deficientes en TAP frente a antígenos de VACV.  
‐ Cuantificar ex vivo  la presentación  independiente de TAP de antígenos de 
VACV a linfocitos T CD8+ de ratones C57BL/6. 
‐ Analizar  ex  vivo  la  activación  de  linfocitos  T  CD8+  de  ratones  silvestres  o 
deficientes en TAP por 30 epítopos de VACV. 
‐ Generar in vitro líneas de CTL policlonales y específicas para cada uno de los 
30  epítopos  de  VACV  analizados  y  estudiar  el  reconocimiento  de  células 
dendríticas infectadas, todo ello en contexto silvestre y deficiente en TAP. 
‐ Estudiar  la  contribución  global  del  proteasoma  y  de  la  TPPII  en  el 
procesamiento  de  antígenos  de  VACV  para  su  presentación  a  linfocitos  T 
CD8+ de ratones C57BL/6. 
‐ Estudiar  la  contribución  del  proteasoma  y  otras  proteasas  en  el 
procesamiento de epítopos individuales de VACV, especialmente de los que 
se presentan de forma independiente de TAP.  
‐ Estudiar  la  protección  frente  a  la  infección  por  VACV  en  los  ratones 
deficientes en TAP.  
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.1. REACTIVOS 
 
4.1.1. Medios de cultivo 
 
DMEM: medio Eagle modificado por Dulbecco  (Biowhittaker)  suplementado  con 
glutamina (Biowhittaker) 4 mM y suero bovino fetal (SBF) al 10%. 
RPMI  1640:  medio  Roswell  Park  Memorial  Institute  1640  (Biowhittaker) 
suplementado con glutamina 2 mM, ‐mercaptoetanol (Merck) 5 x 10‐5 M, y SBF al 10% 
para el cultivo de líneas celulares o SBF al 5% inactivado para ensayos funcionales.  
‐MEM: medio  esencial mínimo   (Gibco)  suplementado  con  glutamina  8 mM, 
‐mercaptoetanol  5 x 10‐5 M,  penicilina  (Biowhittaker)  100  U/mL,  estreptomicina 
(Biowhittaker) 100 U/mL, kanamicina (Sigma) 10 g/mL, anfotericina (Sigma) 2,5 g/mL, 
y SBF inactivado al 10%. 
Tripsina‐EDTA: tripsina (Biowhittaker), 0,25% EDTA (Merck) al 0,02% (p/v) en PBS. 
Se utilizó para subcultivar las células adherentes. 
PBS:  solución  salina  tamponada  con  fosfato:  NaCl  137  mM,  KH2PO4  1,5  mM, 
Na2HPO4 8 mM, KCl 2,7 mM. 
 
4.1.2. Productos químicos. 
 
Las sales inorgánicas, ácidos, bases y compuestos orgánicos (metanol, etanol, etc.) 
fueron suministrados en su mayoría por Merck, así como la sacarosa y la seroalbúmina 
bovina (fracción V). 
El paraformaldehído fue suministrado por Electron Microscopy Sciences. 
Sigma fue el proveedor del dimetilsulfóxido, el ‐mercaptoetanol, el cristal violeta 
y la brefeldina A (BFA). 
En  los  ensayos  de  citotoxicidad  se utilizó Na51CrO4  suministrado  por Amersham 
Pharmacia Biotech. 
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Se  utilizaron  distintos  inhibidores  de  proteasas:  los  inhibidores  del  proteasoma, 
lactacistina  (LC)  y epoxomicina,  fueron  suministrados  respectivamente por E.  J. Corey 
(Harvard University, Cambridge, MA, EE.UU.) y por Calbiochem; el leucintiol, que inhibe 
metalo‐aminopeptidasas (sobre todo de tipo microsomal) (Weiss y col. 1988; Serwold y 
col.  2001),  y  la  decanoil‐peptidil‐clorometilcetona  (decRVKR‐cmk),  que  inhibe 
específicamente a  la endoproteasa furina  localizada en el trans Golgi y a otras protein‐
convertasas de la misma familia (Stieneke‐Grober y col. 1992), fueron suministrados por 
Bachem. 
 
Inhibidor   Concentración 
en uso  Inhibe  Reversibilidad 
BFA  10 µM  Tránsito por el aparato de Golgi  Reversible 
LC   10 µM  Proteasoma (menos la actividad de 
caspasa) 
Irreversible 
Epoxomicina  1‐2 µM  Proteasoma (principalmente actividad 
quimiotrítica) 
Irreversible 
Leucintiol  30 µM  Metalo‐aminopeptidasas (sobre todo 
microsomales) 
Reversible 
decRVKR‐cmk   50 µM  Proteín convertasas  Irreversible 
 
Tabla 5. Inhibidores utilizados en esta tesis.  
Se  indica  la  concentración  en  uso  durante  las  infecciones  virales,  el  proceso  o  proteasa  que 
inhiben y su reversibilidad.  
 
La  interleuquina 2  (IL‐2)  recombinante humana  fue generosamente suministrada 
por el NCI Preclinical Repository de los National Institutes of Health de EE.UU. 
El kit IntraStain para citometría (Dako) contiene un reactivo A fijador y un reactivo 
B permeabilizador. Como alternativa utilizamos una solución fijadora que contiene PBS 
con  paraformaldehído  al  4%  y  una  solución  permeabilizante  que  contiene  PBS  con 
paraformaldehído al 4%, saponina al 0,1% y seroalbúmina bovina al 1%.  
El  yoduro  de  propidio,  fluorocromo  que  se  intercala  en  los  ácidos  nucleicos  y 
permite  distinguir  células  permeables  al  paso de moléculas,  fue  suministrado  por BD 
Pharmingen. 
El  factor  estimulador  de macrófagos  y  granulocitos,  GM‐CSF,  de  Peprotech,  se 
utilizó para diferenciar en cultivo los precursores de la médula ósea a DC inmaduras. 
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4.1.3. Productos inmunoquímicos. 
 
El  anticuerpo  monoclonal  (mAb)  de  rata  conjugado  con  isotiocianato  de 
fluoresceína (FITC) anti‐CD8 murino (clón KT15) fue proporcionado por Proimmune. Se 
utilizó en el ensayo de tinción intracelular de citoquinas (ICS) diluido 1/300. 
El mAb de  rata conjugado con Alexa Fluor 647 anti‐CD3 murino  (clon 17A2) y el 
mAb  de  rata  conjugado  con  ficoeritrina  anti‐IFNγ  murino  (clon  XMG1.2)  fueron 
suministrados por Becton Dickinson. Se utilizaron en el ensayo de  ICS diluidos 1/300 o 
1/200 respectivamente. 
Los linfocitos T CD8+ se purificaron a partir de esplenocitos por selección negativa 
con  el  kit  II  de  aislamiento  de  células  T  citotóxicas  CD8α+ murinas  (MACS, Miltenyi 
Biotech).  
 
4.1.4. Péptidos. 
 
Los  péptidos  fueron  sintetizados  en  un  sintetizador  de  péptidos  Applied 
Biosystems  (modelo  433A)  y  purificados.  La  identidad  se  confirmó  mediante 
espectrometría  de masas  en  un  equipo  de MALDI‐TOF  de  Brücker Daltonics  (modelo 
REFLEX) por el Dr. D. López  (Unidad de Proteómica, Centro Nacional de Microbiología, 
Instituto  de  Salud  Carlos  III,  Madrid).  Se  comprobó  la  homogeneidad  de  todos  los 
péptidos  mediante  cromatografía  líquida  de  alta  resolución  en  fase  reversa  en  un 
equipo BIOCAD (Applera).  
El  epítopo  F85‐93,  de  secuencia  KYKNAVTEL,  procede  de  los  aa  85‐93  de  la 
proteína F de  la cepa Long del virus respiratorio sincitial (RSV) y se presenta por H‐2Kd 
murino (Chang y col. 2001).  
Los  péptidos  sintéticos  de  VACV  se  corresponden  con  la  secuencia  descrita  del 
correspondiente  epítopo  viral  (Moutaftsi  y  col.  2006).  Se  nombraron  indicando  el 
nombre del gen de origen. Cuando se analizaron varios epítopos contenidos en la misma 
proteína se indica con un número la posición del primer aa del péptido en la secuencia 
de  la proteína. Se emplea el código de una  letra para  los aa. Las características de  los 
epítopos y de  las proteínas de  las que derivan se resumen en  la Tabla 22 y en  la Tabla 
23.  
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El epítopo SIINFEKL deriva de los aa 257‐264 de Ova.  
 
4.1.5.  Líneas celulares y células primarias. 
 
Células 293Ld, 293Kd y 293Kb: fibroblastos embrionarios humanos derivados de  la 
línea celular HEK 293 transfectados con los alelos de MHC de clase I murinos Ld, Kd y Kb 
respectivamente y tratados con geneticina. Fueron cedidos por el Dr. J. W. Yewdell y el 
Dr.  D.  C.  Tscharke  (National  Institutes  of  Health,  Bethesda,  Maryland,  EE.UU.).  Son 
adherentes y se cultivaron en DMEM.  
Células HeLaKd: células de adenocarcinoma epitelial humano transfectadas con el 
alelo de MHC de clase I murino Kd y tratadas con geneticina. Fueron cedidas por el Dr. J. 
W. Yewdell. Son adherentes y se cultivaron en DMEM. 
Células CV1: fibroblastos adherentes de riñón de mono verde africano (ATCC: CCL‐
70). Son adherentes y se cultivaron en DMEM. 
Células MEFs:  fibroblastos embrionarios de  ratón C57BL/6.  Son  adherentes  y  se 
cultivaron en DMEM.  
Células  dendríticas murinas  derivadas  de medula  ósea  (BMDC):  se  generaron  a 
partir de precursores procedentes de la médula ósea extraída de los fémures de ratones 
sanos. Se crecieron en medio RPMI al 10% de SBF suplementado con antibióticos y con 
200 U/mL de GM‐CSF, que se reañadió tras 3 y 6 días de cultivo. A día 7 se recogieron las 
células no adherentes (Lutz y col. 1999; Medina y col. 2009). La maduración de las BMDC 
se realizó mediante la adición de 0,5 μg/mL de lipopolisacárido bacteriano (LPS) a día 7 
de  cultivo.  Las  BMDC  generadas  con GM‐CSF  son  fenotípicamente  similares  a  las DC 
inflamatorias que se diferencian  in vivo a partir de monocitos reclutados en el sitio de 
inflamación  o  de  infección.  Son  células  fáciles  y  reproducibles  de  obtener  y  se  usan 
ampliamente en estudios de presentación de antígeno.  
Todas las células se crecieron a 37ºC en una atmósfera con 98% de humedad. Las 
células cultivadas en RPMI 1640 se crecieron en una atmósfera con 5% de CO2, mientras 
que las células cultivadas en otros medios de cultivo se crecieron en una atmósfera con 
9% de CO2. 
Las  células  adherentes  se  subcultivaron  desprendiéndolas  con  una  solución  de 
tripsina‐verseno tras lavar con PBS. 
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Para  almacenarlas,  las  células  se  resuspendieron  en  SBF  con  un  10%  de 
dimetilsulfóxido y se congelaron en nitrógeno líquido. 
Todas las células estaban libres de micoplasmas. Se realizaron controles regulares 
de ausencia de micoplasmas por reacción en cadena de la polimerasa, PCR. 
 
4.1.6. Virus vaccinia.  
 
Los virus utilizados en esta tesis se resumen en la Tabla 21. 
 
4.2. PERMEABILIZACIÓN  REVERSIBLE  DE  CÉLULAS  CON  ESTREPTOLISINA  O  Y 
SAPONINA.  
 
La  estreptolisina O  (SLO)  es  una  toxina  producida  por  la  bacteria  Streptococcus 
pyogenes. Es una proteína de 69 kD con capacidad de generar poros en la membrana de 
las células sobre  las que actúa de  forma reversible. El poro creado permite el paso de 
moléculas de hasta 100 kD hacia el  interior del citosol. La permeabilización con SLO de 
las células adherentes se realizó mediante  incubación a distintos tiempos a 37ºC en un 
tampón  de  permeabilización  (KCl  130 mM, NaCl  10 mM,  EGTA  2 mM, MgCl2  2 mM, 
ditiotreitol (DTT) 2 mM, y HEPES 5 mM, pH 7,3). El DTT de este tampón salino activa la 
SLO. Las células se lavaron dos veces a 4ºC con el tampón de sellado, que es el tampón 
descrito pero sin DTT y con CaCl2 1 mM (Walev y col. 2001), y se analizó el porcentaje de 
permeabilización.  
La saponina es un agente permeabilizante que se utiliza en protocolos de tinción 
intracelular  con  anticuerpos  previa  fijación  de  las  células.  También  se  han  descrito 
ensayos funcionales con células no fijadas y permeabilizadas con bajas concentraciones 
de  saponina  (Johnson  y  col.  1996).  El  proceso  de  permeabilización  se  realizó  a 
temperatura ambiente en tampón de permeabilización (PBS con MgCl2 5 mM y sin Ca2+) 
empleando una  concentración de 107  células/mL.  Las  células  se  lavaron 2 veces en el 
tampón de sellado a 4ºC  (PBS con MgCl2 5 mM y CaCl2 1 mM) y se mantuvieron en el 
mismo  durante  un  tiempo  de  recuperación  entre  30‐120  min,  tras  lo  cual  se 
transfirieron a medio de cultivo.  
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El  porcentaje  de  células  permeabilizadas  se  determinó  inmediatamente  tras  los 
lavados,  por microscopía  óptica mediante  tinción  con  azul  tripano  o  por  citometría 
mediante tinción con yoduro de propidio. 
 
4.3. INFECCIONES VIRALES.  
 
4.3.1. Producción, purificación y titulación de virus. 
 
Todos los virus se crecieron en monocapas de células CV1. Los extractos celulares 
fueron  purificados  por  ultracentrifugación  en  colchón  de  sacarosa  (Johnstone  y  col. 
2004).  La  titulación  de  los  virus  o  de  los  ovarios  de  animales  infectados  (tras  ser 
homogeneizado  mediante  métodos  mecánicos  y  5  series  de  congelación  y 
descongelación)  se  realizó mediante dilución  seriada,  inoculación  sobre células CV‐1 y 
tinción con cristal violeta a las 24 h. El título viral se expresa en unidades formadoras de 
placas (u.f.p.).  
 
4.3.2. Infecciones virales y coinfecciones. 
 
Las  diferentes  líneas  celulares  se  infectaron  con  rVACV  siguiendo  protocolos 
descritos  (Eisenlohr y col. 1992) con algunas modificaciones. Las células adherentes se 
infectaron en 200 l a la m.o.i. indicada a una densidad celular de 8 x 105 células/pocillo 
de 4,5 cm2. Las BMDC se infectaron con VACV a una m.o.i. de 5‐10 a una concentración 
de 107  células/mL.  La adsorción viral  se  realizó durante 1 h a 37ºC  con PBS  con 0,1% 
seroalbúmina bovina. El inóculo viral se lavó dos veces con PBS al 2% SBF, y la infección 
se desarrolló en medio de cultivo entre 4 y 16 h, salvo que se  indique otra diferente, a 
una concentración aproximada de 106 células/mL.  
En el caso de coinfecciones y triples infecciones, los virus eran añadidos de forma 
simultánea durante  la adsorción a  la m.o.i.  indicada siguiendo el mismo protocolo que 
en infecciones simples. 
La  adsorción  en  presencia  de  inhibidores  se  realizó  desde  20 min  antes  de  la 
infección a una concentración del  inhibidor 5 veces superior a  la concentración en uso 
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durante  el  resto  del  proceso.  Durante  los  lavados  y  la  infección  se  utilizó  la 
concentración estándar (Tabla 5).  
 
4.4. INMUNIZACIÓN DE RATONES. 
 
Se utilizaron las siguientes cepas de ratones: 
‐ C57BL/6 o silvestres (haplotipo H‐2b)  
‐ BALB/c (haplotipo H‐2d). 
‐ Deficientes en TAP1 (TAP1‐/‐) B6.129S2‐Tap1tm1Arp/J (haplotipo H‐2b), (van Kaer 
y col. 1992), (Jackson, número de catálogo 002944).  
‐  Deficientes  en  TPPII  (haplotipo  H‐2b).  Fueron  cedidos  por  la  Dr.  Gabrielle 
Niedermann.  Aunque  presentan  una  esperanza  de  vida  corta,  alteraciones 
degenerativas  y  una  senescencia  inmuno‐hematopoyética  (Huai  y  col.  2008),  se  han 
utilizado en estudios de presentación de antígeno (Firat y col. 2007).  
Todas  las cepas se criaron en  la colonia del Centro Nacional de Microbiología del 
Instituto de Salud Carlos III (Madrid, España). Los ratones deficientes en TAP se criaron 
siempre en microaisladores independientes.  
De  forma  general  los  ratones  se  infectaron  intraperitonealmente  (i.p.)  con  106 
u.f.p. de VACV. Para determinar  la respuesta en  los ganglios poplíteos se  infectaron en 
las almohadillas plantares con 5 x 105 u.f.p./pata. Para el establecimiento de  líneas de 
CTL policlonales  los  ratones  se  infectaron  i.p.  y de 3 a 4  semanas  tras  la  infección  se 
administró una dosis de recuerdo, y a partir de 3 ó 4 semanas más tarde se sacrificaron 
los ratones para obtener esplenocitos.  
Los ratones se sacrificaron en una atmósfera con dióxido de carbono. 
 
4.5. LINFOCITOS T.  
 
4.5.1. Purificación de linfocitos T CD8+ a partir de esplenocitos obtenidos ex vivo. 
 
La purificación de linfocitos T CD8+ a partir de una preparación de esplenocitos se 
llevo  a  cabo mediante  selección magnética  negativa  con  una mezcla  de  anticuerpos 
frente a CD4, CD11b, CD11c, CD19, CD45R (B220), CD49b (DX5), CD105, anti‐MHC‐clase 
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II,  y  Ter‐119  conjugados  con  biotina,  empleando  bolitas  magnéticas  conjugadas  a 
anticuerpo anti‐biotina. Los  linfocitos T CD8+ no marcados  se  recuperan por elución a 
través de una columna imantada. El proceso de purificación alcanza un rendimiento del 
95% y se consigue la eliminación de DC contaminantes, entre otras.  
 
4.5.2. Obtención  y mantenimiento de  líneas de CTL policlonales monoespecíficas de 
epítopos. 
 
Las  líneas de CTL específicas se generaron  in vitro de  forma estándar a partir de 
esplenocitos  de  ratones  BALB/c  o  C57BL/6  infectados  con  distintos  VACV  según 
protocolos ya descritos (López y Del Val 1997). La selección de CTL específicos de un solo 
epítopo se llevó a cabo durante 5 días en presencia del péptido sintético específico, y al 
quinto  día  se  añadió  IL‐2  hasta  25  unidades/mL.  La  expansión  y mantenimiento  se 
realizó mediante reestimulación semanal con esplenocitos pulsados con péptido y con 
IL‐2.  
En concreto la línea de CTL específicos frente al epítopo F85‐93 de la proteína F de 
la cepa Long de RSV se generó a partir de esplenocitos de ratones BALB/c infectados con 
VV‐F (Johnstone y col. 2004). 
Las condiciones particulares de generación de  las  líneas de CTL monoespecíficas 
de epítopos de VACV derivadas de ratones C57BL/6 y deficientes en TAP se explican en 
detalle en los apartados de resultados 5.3.2 y 5.3.4.  
 
4.5.3. Ensayos funcionales de presentación de antígeno a CTL. 
  
Los ensayos funcionales de presentación antigénica a CTL realizados son ensayos 
de  tinción  intracelular  de  citoquinas,  ICS,  en  los  que  se  detecta  el  efecto  sobre  la 
activación de CTL, o ensayos de citotoxicidad, en  los que se observa el efecto sobre  la 
célula diana.  
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4.5.3.1. Ensayo de ICS con linfocitos T obtenidos ex vivo y con líneas de CTL. 
 
Los ensayos de  ICS  se  realizaron  según métodos ya descritos  (Chen y  col. 2000; 
Johnstone y col. 2004). Las células del  lavado peritoneal (PECs), de ganglios  linfáticos o 
los esplenocitos obtenidos ex vivo o los linfocitos T CD8+ purificados a partir del bazo se 
incubaron con un exceso de péptido (10‐6 M) o 3 x 105 células infectadas a una relación 
efector: diana  (E:D) 1:6  salvo que  se  indique otra diferente, durante 2 h  sin BFA y en 
presencia de 10 µg/mL de BFA durante 4 h más. Las líneas de CTL monoespecíficas (105 
células) se incubaron con células infectadas o con células preincubadas con péptido (10‐8 
a 10‐9 M) durante 4‐16 h a una relación estándar E:D 1:5 en presencia de BFA. Mediante 
ICS  se  cuantifica  por  citometría  el  IFNγ  sintetizado  por  linfocitos  T  CD8+  activados  y 
acumulado  intracelularmente  debido  a  la  presencia  de  BFA  en  el  cultivo.  Tras  la 
activación,  las células se marcaron con el mAb conjugado a FITC anti‐CD8 (y en algún 
caso  con  anti‐CD3),  y  tras  la  fijación  y  permeabilización,  con  el  mAb  conjugado  a 
ficoeritrina (PE) anti‐IFNγ. Las células marcadas se adquirieron en el citómetro de flujo 
FACSCanto  (BD  Biosciences)  y  se  analizaron  utilizando  el  programa  informático  FACS 
DIVA (BD Biosciences). Los resultados se expresaron como el porcentaje de células CD8+ 
activadas que producen  IFNγ del  total de células CD8+, es decir, %  IFNγ+CD8+/CD8+. El 
porcentaje de  activación neto  se  calculó  tras  restar el obtenido  con  los  controles. En 
ensayos con inhibidores, el nivel de inhibición se calculó mediante la fórmula: 100 – (% 
activación neto con inhibidor x 100 / % activación neto sin inhibidor). 
 
4.5.3.2. Ensayos de citotoxicidad. 
 
Los ensayos de citotoxicidad se basan en realizar una  incubación de CTL y células 
diana que presentan los antígenos de interés, las cuales han sido previamente marcadas 
con el  isótopo  radioactivo  51Cr,  lo  cual permite  cuantificar  la  liberación del  isótopo al 
sobrenadante del cultivo al ser lisadas las dianas por los CTL específicos (Brunner y col. 
1968). Los ensayos de citotoxicidad se realizaron mediante procedimientos estándar ya 
descritos  (Del  Val  y  col.  1988).  Para medir  la  radiactividad  se  utilizó  un  contador  de 
radiación gamma Packard Cobra II. Las determinaciones se realizaron por triplicado y se 
calculó la media. El porcentaje de lisis específica de cada muestra se calculó a partir de 
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la media de la lisis espontánea de las células diana en ausencia de CTL (Espontáneas), la 
media de la lisis de la muestra (Muestra), y la media del valor máximo de radiactividad 
correspondiente  al  total  de  células  marcadas  (Máximas).  Los  valores  de  liberación 
espontánea respecto a los de liberación máxima fueron siempre inferiores al 20%. 
% Lisis Específica = 100 x [(Muestra – Espontáneas) / (Máximas – Espontáneas)] 
 
4.6. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS Y BASES DE DATOS. 
 
Los  resultados de varios ensayos  se expresan  como valores promedio  y el error 
estándar  de  la media  (SEM).  Las  diferencias  estadísticas  entre  las medias  de  grupos 
experimentales se determinaron usando un test T de Student no pareado; se indica *, p 
< 0,05, **, p < 0,01, ***, p < 0,001. Mediante un análisis estadístico de ROC (Receiver‐
Operating  Characteristic)  se  determinó  el  valor  sobre  el  cual  aceptamos  los  valores 
como positivos. El análisis estadístico de ROC genera una  lista de distintos valores de 
corte que permiten una  clasificación dicotómica  (positivos o negativos) de  los valores 
del  estudio  según  sean  superiores  o  inferiores  al  valor  elegido  en  función  de  2 
propiedades operativas:  la sensibilidad, que es  la fracción de verdaderos positivos, y  la 
especificidad, que es  igual  al  resultado de  restar  a uno  la  fracción de  falsos positivos 
(Zweig y Campbell 1993). En nuestro estudio seleccionamos como nivel de corte el valor 
con una especificidad del 86% y una sensibilidad del 72%.  
La  hidrofobicidad  de  los  epítopos  se  calculó mediante  la  escala OMH  (Optimal 
Matching Hydrophobicity) (Sweet y Eisenberg 1983).  
La información relativa a las proteínas de VACV y de los epítopos que contienen se 
obtuvo  de  las  bases  de  datos  Poxvirus  Bioinformatics  Resource  (www.poxvirus.org)  y 
UniProt  Knowledgebase  (www.uniprot.org)).  La  predicción  de  una  secuencia  señal  se 
analizó  con  el  servidor  SignalP  4.0  server  (www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)  y  la 
predicción de regiones TM en las proteínas de VACV con el servidor TMHMM Server 2.0 
(www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/). 
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5. RESULTADOS 
 
5.1. INHIBICIÓN DE TAP MEDIANTE ICP47. 
 
5.1.1. Permeabilización de células con estreptolisina O y saponina.  
 
La proteína ICP47 del virus HSV‐1 tiene la capacidad de bloquear selectivamente a 
los TAP humanos con una alta especificidad pero no a  los murinos. Con el objetivo de 
conseguir  un  sistema  de  inhibición  de  TAP  que  permita  disminuir  la  presentación  de 
diferentes  antígenos  en  diferentes  líneas  celulares  y  para  distintos  virus,  se  probó  a 
bloquear  TAP mediante  ICP47  soluble.  Para  introducir  este  péptido  en  las  células  es 
necesario conseguir un método de permeabilización que permita  llevar a cabo ensayos 
de presentación antigénica. 
Se probaron 2 métodos diferentes de permeabilización, con SLO y con saponina. 
Se probaron en células 293Kd distintas concentraciones de SLO y de saponina durante 
distintos tiempos de  incubación  (5, 10 y 15 min). Transcurrido este tiempo, se  lavaron 
en  el  tampón  de  sellado  e  inmediatamente  se  analizó  el  porcentaje  de  células 
permeabilizadas. Como se muestra en la  
Figura 6A,  tras 10 min de  incubación  con  SLO no  se  consiguió permeabilizar  las 
células 293Kd. Tampoco se observó un efecto de SLO en  las células tras 5 y 15 min de 
incubación y tampoco en ensayos sobre células HeLaKd (datos no mostrados). 
Sin embargo, el porcentaje de células permeabilizadas sí aumentaba a medida que 
se  incrementaba  la  concentración de  saponina. Así,  a partir de una  concentración de 
saponina superior a 0,02% conseguimos permeabilizar más del 80% de las células en 10 
min, determinado tanto por microscopía como por citometría ( 
Figura 6). Tras el  tiempo de  sellado  (120 min),  las células  se pusieron en cultivo 
durante 2‐3 días para controlar el crecimiento y  la viabilidad celular. Las células 293Kd 
tratadas con saponina no se adherían a la placa quedando en suspensión y sin capacidad 
de  crecimiento,  indicando  que  la  permeabilización  provocaba  un  daño  celular 
irreversible. 
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Figura 6. Las células 293Kd se permeabilizan con saponina pero no con SLO. 
(A) Células 293Kd se incubaron con las concentraciones indicadas de SLO o saponina durante 10 
min.  Inmediatamente  tras  el  lavado,  se  analizó  la  permeabilización  de  las  células mediante 
tinción  con  azul  de  tripano  por  microscopía.  (B)  Células  293Kd  se  incubaron  con  saponina 
durante 10 min y  tras el  lavado  se analizó el porcentaje de células permeabilizadas mediante 
tinción con yoduro de propidio por citometría de flujo. En el gráfico se  indica el porcentaje de 
permeabilización  para  cada  concentración  de  saponina.  Se  muestra  un  experimento 
representativo. 
 
Aunque el daño celular era irreparable en términos de capacidad de proliferación, 
quisimos  analizar  si  las  células  permeabilizadas  podían  ser  infectadas  y  presentar 
epítopos  a  CTL  en  ensayos  cortos  de  presentación  de  antígeno.  Las  células  293Kd  se 
incubaron primero con saponina y luego con el péptido sintético F85‐93, o se infectaron 
con  el  virus  VV‐Fsig‐.  Mediante  ensayos  de  ICS,  se  analizó  la  presentación  a  CTL 
específicos del epítopo F85‐93 de  la proteína F por estas células permeabilizadas. En  la 
Figura 7 se observa que las células tratadas con saponina presentaban tanto el péptido 
sintético como el epítopo viral; sin embargo, el porcentaje de CD8+ que sintetizan IFNγ 
disminuía a medida que aumentaba la concentración de saponina. 
 
A  
 
B
 
SLO (ng/ml)
% de células 
permeabilizadas
0 19
20 20
100 22
500 18
Saponina (%)
% de células 
permeabilizadas
0 18
0,01 35
0,02 83
0,03 96
0,04 99
0,05 100
102 104 106100
8%
31%
85%
0,01% saponina
0,02% saponina
0% saponina 
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Figura 7. Activación de CTL por antígenos 
presentados por células permeabilizadas. 
Mediante  ICS se analizó  la presentación a CTL 
específicos  del  epítopo  F85‐93  por  células 
293Kd  permeabilizadas  con  saponina  durante 
10  min  a  las  concentraciones  indicadas  e 
infectadas con VV‐F‐sig‐ durante 3 h a m.o.i. 3 
(columnas  blancas)  o  incubadas  con  10‐8 M 
del  péptido  sintético  (columnas  negras).  Se 
indica  el  porcentaje  de  permeabilización 
celular  obtenido  para  cada  porcentaje  de 
saponina.  Se  muestra  un  experimento 
representativo. 
 
Sospechábamos que sólo podían infectarse y presentar antígenos a CTL las células 
no permeabilizadas. Esta hipótesis se confirmó mediante tinción con yoduro de propidio 
de  células permeabilizadas  con  saponina e  infectadas  con un  rVACV que expresa una 
variante  de  la  proteína  verde  fluorescente  (VV‐GFP‐Jaw1‐Ova).  Las  células 
permeabilizadas con 0,02% y 0,03% de saponina (teñidas con yoduro de propidio) no se 
infectaban ya que no expresaban la proteína verde (datos no mostrados), mientras que 
sí  se  infectaban  el  pequeño  porcentaje  de  células  no  permeabilizadas.  Estos  datos 
demuestran que la permeabilización con saponina no permite la infección y la posterior 
presentación de antígeno a CTL. 
 
5.1.2. Efecto  de  la  inhibición  de  TAP  en  la  presentación  antigénica  empleando  un 
rVACV que expresa ICP47. 
 
Con el objetivo de conseguir un sistema alternativo para bloquear TAP se utilizó un 
rVACV que expresa la molécula ICP47, con el cual infectamos líneas celulares humanas. 
Este sistema nos permitiría estudiar la presentación independiente de TAP a linfocitos T 
CD8+  de múltiples  antígenos  virales  presentados  por  diversas moléculas  de MHC  de 
clase  I,  coinfectando  las  células  con  varios  rVACV  que  expresasen  el  antígeno  y  la 
molécula presentadora de interés.  
Se  coinfectaron  células humanas HeLa  con 3  rVACV: el  rVACV‐ICP47, el VV‐Fsig‐ 
que expresa la proteína Fsig‐ que contiene el epítopo F85‐93, y el rVACV‐Kd que expresa 
la molécula de MHC de clase  I presentadora. La proteína Fsig‐ es  la proteína F de RSV 
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pero sin secuencia señal, y su epítopo F85‐93 se presenta sólo de forma dependiente de 
TAP. Tras la infección, las dianas se marcaron con 51Cr y se enfrentaron a CTL específicos 
de F85‐93 en un ensayo de citolisis (Figura 8). Ninguno de los rVACV de forma individual 
provocaba  la  lisis de  las células por  los CTL (datos no mostrados), como era esperable. 
Sin  embargo,  la  triple  infección  con  el  rVACV‐ICP47  provocó  una  inexplicable 
potenciación de la presentación del epítopo F85‐93. Por tanto, no observamos un efecto 
inhibidor específico de rVACV‐ICP47 sobre TAP y la presentación del antígeno F85‐93. 
 
 
A  continuación,  se  ensayó  un  sistema  de  doble  infección,  analizando  la 
presentación  del  antígeno  F85‐93  a  CTL  específicos  por  células  293Kd  humanas 
coinfectadas  con  el  virus  VV‐Fsig‐  y  con  rVACV‐ICP47  (Figura  9).  No  se  observó  una 
disminución  específica  en  la  presentación  de  F85‐93  al  coinfectar  con  rVACV‐ICP47 
respecto a  la presentación total del epítopo a partir de Fsig‐. Se obtuvieron  los mismos 
resultados en ensayos de 3 h y 6 h de coinfección (datos no mostrados). Concluimos que 
el  rVACV‐ICP47  no  es  útil  como método  para  bloquear  la  presentación  de  epítopos 
dependientes de TAP mediante un sistema de doble o triple infección. 
 
Figura 8. rVACV‐ICP47 no inhibe la presentación dependiente de TAP en un sistema de 
infección triple. 
Células HeLa se coinfectaron durante 3 h de forma simultánea con diferentes combinaciones de 
los rVACV que expresan respectivamente: Kd (m.o.i. 3),  la proteína Fsig‐ (m.o.i. 3) e ICP47 (m.o.i. 
10) según se indica. Tras la infección, las células se incubaron con 51Cr y se cocultivaron 103 dianas 
marcadas con CTL específicos de F85‐93 a diferentes relaciones E:D. Se muestra un experimento 
representativo. 
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Figura  9.  rVACV‐ICP47  no  inhibe  la 
presentación  dependiente  de  TAP  en  un 
sistema de doble infección. 
La  línea  de  CTL  F85‐93  se  estimuló  con  células 
293Kd  coinfectadas durante 1 h  con el virus VV‐
Fsig‐  (m.o.i.  3)  y  con  rVACV‐ICP47  (m.o.i. 20‐40) 
en un sistema de doble infección según se indica. 
Mediante ICS se determinó la producción de IFNγ 
como medida de  la activación de  los  linfocitos T 
CD8+.  Datos  obtenidos  de  2  ensayos 
independientes. 
 
5.1.3. Efecto de la inhibición de TAP en la presentación de un epítopo propio de VACV 
empleando el rVACV que expresa ICP47. 
 
El rVACV‐ICP47 deriva de  la misma cepa que el VACV WR excepto que expresa  la 
molécula  de  interferencia  ICP47. Mediante  un  protocolo  de  infección  simple,  células 
293Kb se infectaron con WR o rVACV‐ICP47 y se realizaron ensayos de presentación del 
epítopo  de VACV  dependiente  de  TAP,  B8R,  presentado  por H‐2Kb  a  CTL  específicos. 
ICP47 bloqueó totalmente la presentación del epítopo B8R en las células humanas 293Kb 
infectadas  con  rVACV‐ICP47.  Como  control  las  dianas  infectadas  con  rVACV‐ICP47  e 
incubadas  con  el  péptido  sintético B8R  sí  eran  capaces  de  activar  los CTL  específicos 
(Figura  10A).  Además,  se  controló  la  presentación  del  epítopo  B8R  por  fibroblastos 
murinos embrionarios, MEF, infectados con rVACV‐ICP47, en los que ICP47 no se une a 
TAP (datos no mostrados). Estos datos indican que la proteína ICP47 era funcional en el 
rVACV‐ICP47  ya que bloquea  TAP  y disminuye  la presentación  endógena de epítopos 
dependientes del transportador mediante un sistema de  infección simple, en el que el 
antígeno e ICP47 son expresados por el mismo rVACV. 
Estos  datos  nos  llevaron  a  analizar  de  nuevo  un  sistema  de  coinfección  con  la 
diferencia de que el antígeno y  la molécula de  interferencia  se  localicen en el mismo 
rVACV. Se realizaron ensayos similares con células 293 transfectadas con el alelo Ld (que 
no presenta el epítopo B8R) coinfectadas con rVACV‐Kb y con rVACV‐ICP47 y se observó 
de  nuevo  una  inhibición  específica  de  la  presentación  del  epítopo  B8R  (Figura  10B). 
Concluimos que el rVACV‐ICP47 expresa ICP47 y que es capaz de inhibir la presentación 
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de epítopos virales dependientes de TAP que se expresan de  forma simultánea por el 
mismo virus recombinante, tanto en un sistema de infección simple como en un sistema 
de coinfección.  
 
 
 
Figura 10. rVACV‐ICP47  inhibe  la presentación del epítopo B8R cuando se expresa de 
forma simultánea con ICP47. 
Se analizó mediante ICS la presentación del epítopo B8R en A) un sistema de infección simple de 
células 293Kb con WR o con rVACV‐ICP47 durante 4 h a m.o.i. 10 o B) un sistema de coinfección 
de  las células 293Ld con  rVACV‐Kb  (m.o.i. 3) y con  rVACV‐ICP47  (m.o.i. 10) durante 4 h que se 
enfrentaron a CTL específicos anti‐B8R. Como control, las células infectadas se incubaron con el 
péptido B8R 10‐8 M. Se indica el porcentaje de linfocitos T CD8+ que producen IFNγ como medida 
de la activación. Se muestra un experimento representativo en cada caso. 
 
Mientras  teníamos  las  dificultades descritas para desarrollar un  sistema  versátil 
para  analizar  mediante  ICP47  la  presentación  de  antígenos  independiente  de  TAP, 
decidimos probar con el modelo de ratón genéticamente deficiente en TAP. Dados  los 
buenos resultados obtenidos, el resto del trabajo experimental se realizó en ese sistema 
y se describe en las siguientes secciones de esta memoria. 
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5.2. IDENTIFICACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE LA PRESENTACIÓN INDEPENDIENTE DE 
TAP DE ANTIGENOS DE VACV.  
 
5.2.1. Respuesta primaria específica de  linfocitos T CD8+ deficientes en TAP  frente a 
células infectadas por VACV.  
 
Se  acepta  generalmente  que  la  principal  fuente  de  antígenos  presentados  por 
MHC de clase  I  son péptidos citosólicos que acceden al RE a  través del  transportador 
TAP.  Sin  embargo,  se  han  descrito  tanto  vías  de  presentación  de  antígenos  que  no 
requieren TAP, como la presencia de linfocitos T CD8+ específicos de algunos antígenos 
en ratones y seres humanos genéticamente deficientes en TAP. El objetivo de nuestro 
trabajo es estudiar  la relevancia de rutas alternativas de presentación de antígenos de 
VACV  por  MHC  de  clase  I.  Como  parte  principal  de  nuestro  trabajo,  analizamos  la 
contribución de las rutas independientes de TAP.  
Para ello, estudiamos  la respuesta  inmune global de  linfocitos T CD8+  frente a  la 
infección por VACV en el modelo de ratón deficiente en TAP. Para detectar la respuesta 
se realizaron ensayos de ICS ex vivo en los que analizamos si PECs, esplenocitos o células 
de  los ganglios  linfáticos  se estimulaban por antígenos presentados por BMDC TAP+ o 
TAP‐  infectadas con el virus, ya que se ha descrito que  las BMDC  infectadas con VACV 
pueden activar de forma directa a linfocitos T CD8+ (Yates y Alexander‐Miller 2007; Xu y 
col. 2010). 
Tras  la  infección  i.p. y en  las almohadillas plantares detectamos a  los 7 d.p.i. una 
población de linfocitos T CD8+ en el peritoneo, en los ganglios poplíteos y en el bazo de 
los ratones deficientes en TAP, que se activaban al reconocer  las células  infectadas por 
VACV,  tal  como  se muestra  en  la  Figura  11A. A  pesar  de  que  los  ratones  deficientes 
presentan una reducción aproximadamente de 10 a 20 veces en el número de linfocitos 
T CD8+  respecto  a  los  ratones  C57BL/6,  aproximadamente  un  tercio  de  los  linfocitos 
T CD8+ del peritoneo de  los  ratones deficientes en TAP y un 3% del bazo se activaron 
tras  la  estimulación  (Figura  11B).  Las  BMDC  TAP‐  infectadas  estimulaban  el  mismo 
porcentaje de  linfocitos T CD8+ que  las BMDC TAP+  infectadas, sugiriendo  la existencia 
de epítopos independientes de TAP e indicando que se procesan aproximadamente con 
la misma eficiencia en ambos tipos de células presentadoras (Figura 11B). Observamos 
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el mismo porcentaje de activación de  linfocitos T CD8+ en el bazo o en el peritoneo de 
ratones deficientes en TAP cuando se  infectaron únicamente por vía  i.p. Así, todos  los 
ensayos posteriores se realizaron con ratones inmunizados exclusivamente por vía i.p. 
 
 
 
Figura  11.  La  infección  por  VACV  induce  en  los  ratones  deficientes  en  TAP  una 
respuesta específica de linfocitos T CD8+ que reconocen células infectadas con el virus. 
Se analizó  la respuesta aguda primaria de  linfocitos T CD8+ 7 días tras  la  infección  i.p. con 106 
u.f.p. y 5 x 105 u.f.p. /pata con VACV. Mediante ensayos de ICS ex vivo se analizó la producción 
de  IFNγ por  las  células de  lavado peritoneal, bazo  y  ganglios drenantes  extraídos de  ratones 
deficientes  en  TAP  e  infectados,  tras  ser  cocultivadas  con  BMDC  TAP+  o  TAP‐  infectadas.  A, 
población de  linfocitos T CD8+ de diferentes órganos de un ratón deficiente en TAP e  infectado 
representativo  estimulado  con  ambos  tipos  de  BMDC  infectadas.  En  el  cuadrante  superior 
derecho se muestra el porcentaje de linfocitos T CD8+ que se activan. B, Las gráficas representan 
la media y el SEM de  los porcentajes de  IFNγ producidos por  los  linfocitos T CD8+ específicos 
frente a células infectadas TAP+ o TAP‐ en 6 ensayos. n.s., no significativo. 
 
5.2.2. Respuesta  primaria  específica  de  linfocitos  T CD8+  silvestres  frente  a  células 
deficientes en TAP e infectadas por VACV.  
 
Para analizar si los epítopos procesados de forma independiente del transportador 
en  las células  infectadas eran capaces de activar  linfocitos T CD8+ de ratones silvestres, 
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se  realizaron  ensayos  similares  de  ICS  ex  vivo.  Así,  tras  la  infección  con  VACV, 
detectamos también en el peritoneo y en el bazo de ratones C57BL/6 una población de 
linfocitos  T CD8+  que  producían  IFNγ  tras  la  estimulación  con  ambos  tipos  de  BMDC 
infectadas  (Figura  12A).  La  activación  de  los  linfocitos  T CD8+  silvestres  era  mayor 
cuando  se enfrentaban a BMDC TAP+  infectadas que  cuando  se presentaban a dianas 
infectadas que carecían de TAP pero aproximadamente un tercio de los linfocitos T CD8+ 
que  se  activaban  en  respuesta  a  células  infectadas  con  VACV  lo  hacían  de  forma 
independiente de TAP (Figura 12B). Por tanto, aunque los ratones silvestres respondían 
mejor  a  células  que  pueden  realizar  la  ruta  clásica  de  presentación  de  antígeno 
dependiente de TAP, parecen existir vías que no requieren TAP y que activan  linfocitos 
T CD8+. Estas vías  independientes de TAP serían  las que activan  también a  linfocitos T 
CD8+ en los ratones deficientes en TAP. 
 
  
Figura 12. Los  linfocitos T CD8+ de  ratones silvestres  reconocen BMDC deficientes en 
TAP e infectadas con VACV.  
La respuesta primaria de los linfocitos T CD8+ de ratones silvestres frente a la infección por VACV 
fue analizada como en la Figura 11. Se determinó mediante ICS ex vivo la producción de IFNγ por 
las PEC o por los esplenocitos frente a BMDC infectadas TAP+ o TAP‐. En A, se muestra un ensayo 
representativo  de  la  activación  de  los  linfocitos  T CD8+  detectado  en  un  ratón  silvestre.  Los 
números en los cuadrantes representan el porcentaje de linfocitos T CD8+ que producen IFNγ. La 
cuantificación  del  porcentaje  de  linfocitos  T CD8+  específicos  frente  a  BMDC  TAP‐  o  TAP‐ 
infectadas  se  representa  en  B.  Datos  obtenidos  de  6  experimentos  con  esplenocitos  y  3 
experimentos con lavado peritoneal. 
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En  ratones C57BL/6,  sólo el 30‐40% de  las PECs o el 10‐15% de  los esplenocitos 
son  linfocitos  T  CD8+.  Entre  las  células  restantes  hay APC  profesionales,  que  podrían 
interferir con los resultados cuando estas poblaciones se enfrentan a células infectadas 
que  carecen  de  TAP.  Por  ejemplo,  las  APC  TAP+  podrían  fagocitar  las  BMDC  TAP‐ 
infectadas  y  hacer  presentación  cruzada  a  los  linfocitos  T  CD8+  TAP+  de  los  ratones 
C56BL/6. Otra posibilidad es que virus infeccioso residual o producido en las BMDC TAP‐ 
infectadas pudiese  infectar  secundariamente a  las APC TAP+ y así presentar antígenos 
virales de forma directa y dependiente de TAP a los linfocitos T CD8+ TAP+ de los ratones 
C56BL/6 (Figura 13). 
 
 
Figura 13. Posibles  rutas de presentación directa y  cruzada de antígenos de VACV a 
linfocitos T CD8+ en nuestro sistema. 
El objetivo experimental es detectar la presentación directa e independiente de TAP por BMDC 
TAP‐ infectadas (negro) a linfocitos T CD8+ del bazo de un ratón silvestre previamente infectado. 
Sin embargo, en nuestras muestras podían ocurrir otras situaciones: La BMDC TAP+ existentes en 
los esplenocitos  se  infectarían de  forma directa  con virus  residual o de  forma  secundaria con 
virus  liberado  de  las  BMDC  TAP‐  infectadas.  Estas  células  procesarían  de  forma  endógena  y 
dependiente de TAP el antígeno viral y lo presentarían a linfocitos T CD8+ de forma directa. Por 
otro lado, las BMDC TAP+ podrían incorporar por fagocitosis los restos de BMDC TAP‐ infectadas 
circundantes y presentarlos de forma cruzada a linfocitos T CD8+. 
 
Quisimos controlar si  la activación de  los  linfocitos T CD8+ observada en nuestros 
ensayos se producía por  la presentación directa e  independiente de TAP de antígenos 
por las BMDC TAP‐ infectadas. Para ello, se realizaron ensayos de ICS ex vivo en los que 
enfrentamos esplenocitos obtenidos de ratones C57BL/6 (con haplotipo H‐2b) con BMDC 
singénicas infectadas (de haplotipo H‐2b) TAP+ o TAP‐ o con BMDC de ratones alogénicos 
Infección secundaria 
BMDC TAP-
BMDC TAP+
Linfocito T CD8+
Fagocitosis
Virus
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BALB/c  (con haplotipo H‐2d)  infectadas con el virus. Sorprendentemente,  los  linfocitos 
T CD8+ de  la mezcla de esplenocitos se activaban  inespecíficamente frente a  las BMDC 
alogénicas H‐2d infectadas de forma similar a lo que se observaba en presencia de BMDC 
singénicas  TAP‐  infectadas  (Figura  14A).  Por  ello,  purificamos  los  linfocitos  T  CD8+ 
mediante selección negativa a partir de las poblaciones celulares u órganos ex vivo.  
En  la  Figura  15  se  muestran  poblaciones  representativas  de  linfocitos  T  CD8+ 
purificados, demostrando que  son  viables para ensayos de presentación de  antígeno. 
Tampoco  observamos  ninguna  alteración morfológica  ni  funcional  de  los  linfocitos  T 
CD8+ purificados y éstos expresaban niveles de IFNγ similares a  los  linfocitos T CD8+ no 
purificados. El hecho de que él % de  linfocitos activados observado sea mayor cuando 
utilizamos  esplenocitos  puede  deberse  a  que  las  APC  presentes  en  ellos  podrían 
disminuir  la  relación  E:D  respecto  a  la  que  se mantiene  durante  el  cocultivo  con  los 
linfocitos purificados. En la Figura 15 se muestra un experimento representativo, y en la 
Figura  14B  la  media  de  6  experimentos  con  los  linfocitos  T  CD8+  purificados, 
observándose que  la activación  inespecífica por  las BMDC H‐2d  infectadas desaparecía, 
mientras  que  se  mantenía  el  reconocimiento  singénico  de  las  BMDC  infectadas  de 
haplotipo específico H‐2b, incluidas las BMDC TAP‐ infectadas. 
 
 
Figura  14.  La  purificación  de 
linfocitos  T  CD8+  efectores  es  un 
paso necesario para  identificar  la 
población  que  se  activa 
específicamente  al  reconocer 
ligandos  unidos  a  H‐2b  que  no 
requieren TAP. 
Los  esplenocitos  (A)  o  los  linfocitos 
T CD8+  purificados  del  bazo  (B)  de 
ratones  C57BL/6  infectados  con WR, 
se estimularon con 3 x 105 BMDC H‐2b 
TAP+, H‐2b TAP‐ o con BMDC TAP+ con 
haplotipo  H‐2d,  infectadas  en  todos 
los casos con VACV. La producción de 
IFNγ como medida de la activación se 
determinó mediante  ICS  ex  vivo.  Los 
datos  obtenidos  se  muestran  como 
media de 6 experimentos. 
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Figura 15. Los linfocitos T CD8+ purificados son viables y permiten realizar ensayos de 
presentación de antígeno.  
Se muestra una población  representativa de  linfocitos T CD8+ purificados del bazo de  ratones 
C57BL/6 infectados con WR y re‐estimulados con 3 x 105 BMDC H‐2b TAP+, H‐2b TAP‐ o con BMDC 
TAP+ con haplotipo H‐2d, infectadas en todos los casos con VACV. Se determinó la producción de 
IFNγ mediante ICS ex vivo como medida de la activación. 
 
Como control, se observó que  los esplenocitos y  linfocitos T CD8+ purificados del 
bazo de ratones BALB/c infectados se activaban con BMDC H‐2d infectadas indicando la 
capacidad presentadora de antígenos virales de estas últimas (Figura 16).  
 
 
Estos  resultados  indican  que  cuando  habíamos  utilizado  esplenocitos  de  los 
ratones C57BL/6, las APC presentes en ellos, habían interferido con la interpretación de 
los resultados. Concluimos que teníamos evidencias claras de una presentación directa e 
independiente  de  TAP  pero  que  para  realizar  una  cuantificación  más  exacta  era 
necesario purificar los linfocitos T CD8+.  
 
Figura 16. Control de presentación 
de antígeno por BMDC  infectadas 
a linfocitos T CD8+ en el haplotipo 
H‐2d. 
Esplenocitos  o  linfocitos  T  CD8+ 
purificados  del  bazo  de  ratones 
BALB/c  infectados  con  WR,  se 
estimularon  con  3  x  105  BMDC 
derivadas de  la misma cepa de  ratón 
sin  infectar  o  infectadas  con  el  virus 
(tal y como se describe en  las  figuras 
14 y 15). Se determinó  la producción 
de  IFNγ  mediante  ICS  ex  vivo  como 
medida de la activación. 
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5.2.3. Cuantificación  global  de  la  presentación  directa  e  independiente  de  TAP  de 
antígenos de VACV. 
 
Con  el  fin  de  cuantificar  de  una  forma  más  exacta  la  contribución  de  la 
presentación  de  antígeno  directa  e  independiente  de  TAP  a  la  respuesta  global  de 
linfocitos  T CD8+  silvestres  frente  a  VACV,  analizamos  la  activación  de  los  linfocitos 
T CD8+  purificados  del  bazo  de  ratones  silvestres  infectados  tras  la  estimulación  con 
distintas cantidades de BMDC TAP+ o TAP‐ (Figura 17B) mediante ensayos de ICS ex vivo. 
Se usaron BMDC H‐2d infectadas para controlar la ausencia de activación inespecífica. El 
mismo ensayo se realizó con los esplenocitos totales (Figura 17A).  
 
 
 
Figura  17.  Cuantificación  de  la  respuesta  específica  de  linfocitos  T  CD8+  frente  a 
antígenos de VACV que siguen vías independientes de TAP. 
Los  esplenocitos  (A)  o  los  linfocitos  T  CD8+  purificados  del  bazo  (B)  de  ratones  C57BL/6 
infectados con WR, se estimularon con BMDC de haplotipo H‐2b derivadas de ratones C57BL/6 
(círculos) o deficientes en TAP (triángulos) o con BMDC de haplotipo H‐2d derivadas de ratones 
BALB/c (cuadros), infectadas con VACV, como células presentadoras de antígenos. Se analizó la 
respuesta primaria (7 días tras la infección) midiendo la producción de IFNγ por ICS a diferentes 
relaciones  E:D.  Los  gráficos  representan  la  media  y  el  error  estándar  de  6  experimentos 
distintos. 
 
En  los  ratones deficientes en TAP no  se  realizó  la purificación de  los  linfocitos T 
CD8+. Los bazos de estos ratones tienen tan solo un 1‐2% de CD8+, por  lo que es difícil 
aislarlos  por  selección  negativa,  obteniéndose  sólo  un  30‐40%  de  pureza  tras  la 
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purificación.  Este  problema metodológico  impidió  discriminar  si  la  activación  de  los 
linfocitos T CD8+ de  los ratones deficientes se debía a antígenos presentados de forma 
directa por las APC que carecen de TAP, o por la presentación cruzada de antígenos, sin 
embargo, en cualquiera de los casos serían mecanismos independientes de TAP. 
Los  linfocitos T CD8+ H‐2b  silvestres no  reconocen antígenos presentados por  las 
células H‐2d infectadas a ninguna relación E:D, sin embargo sí reconocen antígenos en la 
superficie de BMDC H‐2b infectadas. Comparando porcentualmente la respuesta frente a 
BMDC  TAP‐  infectadas  respecto  a  la  respuesta  total  (representada  por  la  respuesta 
frente  a  BMDC  TAP+  infectadas)  se  estima  que  aproximadamente  un  13%  de  los 
linfocitos T CD8+ que responden frente a VACV se activan por antígenos presentados por 
vías independientes de TAP (Figura 17B y Figura 18).  
 
 
5.3. IDENTIFICACIÓN DE  LOS  EPITOPOS DE VACV QUE  SE  PRESENTAN DE  FORMA 
INDEPENDIENTE DE TAP. 
 
5.3.1. Respuesta  primaria  de  linfocitos  T CD8+  específicos  frente  a  epítopos 
individuales de VACV. 
 
Habiendo demostrado que una parte de los linfocitos T CD8+ silvestres responden 
ex vivo a antígenos que se presentan de  forma  independiente de TAP, quisimos ver si 
esta respuesta se debía a la presentación de algún epítopo dominante o la combinación 
de  varios  de  similar  fortaleza.  Se  han  descrito  recientemente  49  epítopos  de  VACV 
restringidos por H‐2b murino (Tscharke y col. 2005). Ordenamos los epítopos de mayor a 
menor según el valor de ICS descrito o en su defecto el valor de ELISPOT (Tscharke y col. 
2005) y elegimos los 25 primeros epítopos. Seleccionamos también el epítopo A19L del 
 
Figura  18.  Extensión  de  la  respuesta  de 
linfocitos  T  CD8+  activados  por  antígenos  de 
VACV  que  no  requieren  TAP  para  su 
presentación. 
En el gráfico  se muestra  la  contribución de  las vías 
independientes de TAP a la respuesta global frente a 
antígenos de VACV de  linfocitos T CD8+ en un ratón 
C57BL/6.  Resumen  de  los  datos  obtenidos  de  6 
experimentos.  
    
Resultados 64
que  se había descrito previamente activación  in vivo de  linfocitos T CD8+  (Moutaftsi y 
col. 2006). Elegimos además otros 3 epítopos que derivan de proteínas de membrana y 
1  que  deriva  de  una  proteína  citosólica,  por  razones  diversas.  Los  epítopos 
seleccionados dan cuenta de más del 90% de  la  respuesta global  frente a VACV en el 
contexto de H‐2b.  
Con el objetivo de estudiar la respuesta primaria de linfocitos T CD8+ frente a cada 
uno  de  los  epítopos  individuales  seleccionados,  se  cultivaron  las  PECs  de  ratones 
C57BL/6 o deficientes en TAP infectados i.p. 7 días antes con VACV y se estimularon ex 
vivo con cada uno de  los péptidos  sintéticos correspondientes. La producción de  IFNγ 
por  los  linfocitos T CD8+ activados se midió mediante ensayos de  ICS. Los 30 péptidos 
analizados activaban  linfocitos T CD8+ procedentes de  ratones C57BL/6  infectados con 
VACV y, de manera  interesante, 12 de estos  inducían además  la  respuesta en  ratones 
deficientes en TAP e infectados (Figura 19).  
Los epítopos L2R53, A19L, F5L y A38L activaban un % de  linfocitos T CD8+ similar 
en ambos  ratones y curiosamente el epítopo  J3R parecía más eficiente en  los  ratones 
que carecen de TAP. Los epítopos G8R, A8R189, A6L, A23R, A25L, F13L y E8R activaban 
un %  de  CD8+ mayor  en  los  ratones  silvestres.  En  la  Figura  20  podemos  observar  el 
patrón de respuesta frente a los 12 epítopos independientes de TAP de cada uno de los 
ratones  analizados  de  forma  individual.  La  jerarquía  de  inmunodominancia  en  los 
ratones  deficientes  en  TAP  es  claramente  diferente  a  la  que  aparece  en  ratones 
silvestres,  siendo  J3R  el  epítopo  inmunodominante  en  la  respuesta  de  los  ratones 
deficientes en TAP (Figura 21). 
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Figura  19.  La  infección  por 
VACV  induce  en  los  ratones 
deficientes  en  TAP  una 
respuesta  específica  de 
linfocitos T CD8+ que reconocen 
al menos 12 epítopos virales. 
Se  analizó  la  respuesta  aguda 
primaria  de  linfocitos  T  CD8+
derivados  de  ratones  C57BL/6 
(blanco)  o  deficientes  en  TAP 
(negro)  infectados  con WR  frente a 
30 epítopos de VACV. Mediante  ICS 
ex  vivo  se determinó  la producción 
de  IFNγ  en  1‐2  x  106  células  del 
lavado  peritoneal  estimuladas  con 
los  30  péptidos  sintéticos  (10‐6 M). 
Las  columnas  muestran  el  valor 
promedio  del  porcentaje  de 
linfocitos  T  CD8+  que  se  activan 
frente a cada epítopo. Se analizaron 
un mínimo de 3 ratones por grupo y 
por epítopo. El valor a partir del cual 
se dan como positivos los valores, se 
calculó mediante un estudio de ROC 
y se indica con una línea negra. 
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Figura  20.  Respuesta  individual 
de ratones infectados C57BL/6 y 
deficientes  en  TAP  frente  a  los 
12  epítopos  de  VACV  que  no 
requieren de TAP. 
La producción media de  IFNγ de  los 
linfocitos  T  CD8+  está mostrada  en 
la  Figura  19.  El  gráfico muestra  la 
respuesta  individual  de  producción 
de  IFNγ de  los  linfocitos  T CD8+ de 
los  ratones  C57BL/6  (círculos)  y 
deficientes  en  TAP  (triángulos) 
infectados  con  WR  tras  la 
estimulación  con  los  12  péptidos 
sintéticos. Como control se muestra 
a la izquierda la respuesta frente a 3 
epítopos dependientes de TAP (B8R, 
A47L y K3L). Las  líneas horizontales 
indican  los  valores medios  de  cada 
grupo. 
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Figura  21.  La  jerarquía  de 
inmunodominancia  en  los 
ratones deficientes en TAP 
es diferente a la observada 
en ratones silvestres. 
Las  columnas  muestran  el 
valor promedio del porcentaje 
de  linfocitos  T  CD8+  que  se 
activan  frente  a  cada  epítopo 
en  PECs  que  derivan  de 
ratones  deficientes  en  TAP 
infectados. El orden jerárquico 
se  establece  en  base  a  los 
datos de la Figura 19. 
 
5.3.2. Establecimiento in vitro de  líneas de CTL específicas frente a epítopos de VACV 
derivadas de ratones C57BL/6 y reconocimiento de BMDC infectadas.  
 
Hemos demostrado que varios péptidos de VACV pueden activar linfocitos T CD8+ 
en ratones que no expresan TAP. Para analizar si estos epítopos pueden ser procesados 
y presentados  en  las BMDC  infectadas nos propusimos  generar  in  vitro  líneas de CTL 
monoespecíficas  de  cada  uno  de  los  30  epítopos  analizados  para  realizar  ensayos  de 
presentación antigénica en cultivo celular. 
La mayoría de las líneas de CTL se generaron a partir de esplenocitos obtenidos de 
ratones infectados con WR o ΔB8R y que estaban ya en un estado de memoria tras una 
infección secundaria. El virus mutante ΔB8R se utilizó, en la mayoría de los casos, para la 
inmunización secundaria, para  intentar reducir  la expansión de CTLs específicos para el 
epítopo  B8R,  inmunodominante  y  dependiente  en  TAP,  generado  en  la  respuesta 
primaria frente a WR. Algunas líneas de CTL se obtuvieron también a partir del bazo de 
ratones  inmunizados con WR en el periodo de  respuesta aguda primaria  (7 d.p.i.). De 
forma general, se utilizaron concentraciones de péptido sintético entre 10‐8 M y 10‐10 M 
para estimular las líneas y se seleccionó la óptima en cada caso (Tabla 6).  
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Epítopo 
Agente de la 
primera 
inmunización 
Estado a  Órgano de 
origen b 
Concentración 
de péptido c 
A19L (47‐55)  WR o ΔB8R   memoria  Bazo  10‐9 M 
A23R (297‐305)  WR   aguda 1ª  Bazo  10‐8 M 
A25L (261‐274)  WR   aguda 1ª y memoria  Bazo  10‐9 M 
A38L (203‐210)  ΔB8R /  memoria/  Bazo  10‐8 M 
mDC‐A38L   aguda 2ª 
A3L (270‐277)  WR   memoria   Bazo  10‐9 M 
A42R (88‐96)  WR   memoria   Bazo  10‐9 M 
A47L 138‐146  ΔB8R   memoria   Bazo  10‐9 M 
A51R (78‐85)  ΔB8R   memoria   Bazo  10‐9 M 
A6L (265‐272)  ΔB8R   memoria   Bazo  10‐9 M 
A8R (189‐196)  WR o ΔB8R/  aguda 1ª y memoria/  Bazo o  10‐9 M 
mDC‐A8R189   aguda 2ª  médula ósea 
A8R (70‐77)  ΔB8R /  memoria/  Bazo  10‐8 M 
mDC‐A8R70   aguda 2ª 
B16R ( 275‐ 283)  ΔB8R  memoria   Bazo  10‐9 M 
B1R (92‐99)  WR   memoria   Bazo  10‐9 M 
B2R (54‐62)  WR   memoria   Bazo  10‐8 M 
B6R 108‐116  WR o ΔB8R   aguda 1ª y memoria  Bazo  10‐9 M 
B8R (20‐27)  WR   memoria   Bazo  10‐9 M 
C4L (125‐132)  WR o ΔB8R   aguda 1ª  Bazo  10‐8 M 
D1R (282‐290)  WR o ΔB8R /  memoria/  Bazo  No específica 
mDC‐D1R282  aguda 2ª 
D1R (578‐586)  ΔB8R   memoria   Bazo  10‐9 M 
E7R (130‐137)  ΔB8R   memoria   Bazo  10‐9 M 
E8R (141‐150)  WR o ΔB8R /  memoria/  Bazo  No específica 
mDC‐E8R  aguda 2ª 
F13L (307‐315)  WR o ΔB8R/  memoria/  Bazo  10‐10 M 
mDC‐F13L  aguda 2ª 
F1L (200‐207)  ΔB8R   memoria   Bazo  10‐9 M 
F5L (279‐287)  ΔB8R   memoria   Bazo  10‐10 M 
G8R (34‐41)  ΔB8R   memoria  Bazo  10‐8 M 
J3R (289‐296)  WR o ΔB8R   aguda 1ª y memoria  Bazo o  10‐9 M 
médula ósea 
J6R (993‐1000)  ΔB8R   memoria   Bazo  10‐9 M 
K3L (6‐15)  WR   memoria   Bazo  10‐9 M 
L2R (53‐61)  WR   aguda 1ª y memoria  Bazo o  10‐9 M 
médula ósea 
L2R (61‐69)  WR o ΔB8R /  memoria/  Bazo  No específica 
mDC‐L2R61  aguda 2ª 
 
Tabla 6. Líneas de CTL derivadas de ratones C57BL/6 generadas para realizar ensayos 
de presentación antigénica.  
Las  líneas de CTL monoespecíficas se nombraron como el epítopo frente al cual se generan. El 
agente  utilizado  en  la mayoría  de  las  inmunizaciones  secundarias  fue  ΔB8R.  a  La  respuesta 
aguda primaria (1ª) se refiere a 7 d.p.i. tras la primera inmunización, la aguda secundaria (2ª) se 
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refiere a 6 d.p.i. tras la segunda infección y la de memoria se refiere a 3 semanas tras la segunda 
infección. b Las  líneas derivadas de células de médula ósea proceden siempre de un estado de 
memoria  tras  la  infección secundaria.  c Se  indica  la concentración de péptido óptima utilizada 
durante la reestimulación.  
 
La  especificidad  de  cada  línea  de  CTL  generada  se  comprobó  mediante  la 
detección del IFNγ intracelular producido por los CTL en respuesta a la estimulación por 
BMDC  cargadas  con 10‐8 M del péptido  sintético. Consideramos que  las  líneas de CTL 
eran específicas cuando como mínimo un 65‐80% de  los  linfocitos T CD8+ se activaban 
de forma específica frente al péptido sintético. Así, partiendo de esplenocitos de ratones 
C57BL/6 infectados con VACV conseguimos generar líneas de CTL específicas para 27 de 
los péptidos analizados. 
No  conseguimos  obtener  líneas  de  CTL  específicas  para  los  epítopos  L2R61, 
D1R282 ni E8R a partir de ratones C57BL/6. Por el contrario sí obtuvimos una  línea de 
CTL específica frente a E8R a partir del bazo de un ratón deficiente en TAP (ver apartado 
5.3.4). 
Para  obtener  algunas  líneas  de  CTL  concretas  se  probaron  distintos  agentes  de 
inmunización, o distintos órganos de origen. Como alternativa a la primera infección con 
el  virus,  se  probó  la  inmunización  con  BMDC maduradas  con  LPS  y  cargadas  con  el 
péptido específico frente al que queríamos generar la respuesta. Tras 14 días los ratones 
fueron infectados con el virus ΔB8R. Este procedimiento se probó con las líneas de CTL 
frente  a  A8R189,  D1R282,  L2R61,  A8R70,  F5L,  F13L,  A38L  y  E8R.  Sólo  se  obtuvieron 
líneas específicas para 4 epítopos: A8R189, A8R70, F13L y A38L. 
En la médula ósea se acumulan linfocitos T CD8+ de memoria (Becker y col. 2005), 
por lo que nos propusimos generar líneas específicas de CTL a partir de células derivadas 
de médula ósea obtenidas de ratones  infectados con WR o ΔB8R y que estaban en un 
estado  de memoria  tras  una  infección  secundaria.  Se  obtuvieron  líneas  de  CTL  para 
A8R189, J3R y L2R53 altamente específicas y sensibles. Sin embargo, este procedimiento 
no fue reproducible.  
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5.3.3. Reconocimiento  de  células  infectadas  por  líneas  de  CTL  específicas  frente  a 
epítopos de VACV derivadas de ratones C57BL/6. 
 
El siguiente objetivo  fue determinar si estos epítopos se presentan en  las BMDC 
TAP‐ infectadas con VACV. Se realizaron ensayos in vitro de presentación de antígeno en 
los  que  se  enfrentaron BMDC  TAP+  o  TAP‐  infectadas  con VACV  con  cada  una  de  las 
líneas de CTL generadas de ratones C57BL/6.  
En la Figura 22 se representa el porcentaje de activación frente a ambos tipos de 
BMDC  infectadas de una  línea monoespecífica de CTL representativa para cada uno de 
los 27 epítopos. Todas las líneas de CTL reconocían el epítopo en BMDC TAP+ infectadas 
y  8  líneas  de  CTL  (A8R189,  A6L,  L2R53,  A19L,  J3R,  F5L,  F13L  y  A38L,)  eran  capaces 
además de reconocer el epítopo en BMDC sin TAP  infectadas. El nivel de activación de 
las  líneas  de  CTL  A8R189,  A6L,  L2R53,  A19L,  J3R  y  A38L  era  mayor  cuando  se 
cocultivaban  con  BMDC  silvestres  infectadas  que  cuando  se  enfrentaban  a  células 
infectadas  que  no  tienen  TAP.  Esta  observación  podría  indicar  que  estos  6  epítopos 
siguen 2 vías de procesamiento en  las BMDC, una vía dependiente del transportador y 
otra vía que no requiere de TAP. Sin embargo, las líneas de CTL F5L y F13L se activaron al 
mismo nivel en  respuesta a ambos  tipos  celulares, aunque el porcentaje de  linfocitos 
T CD8+ activados era menor del 20%. Por tanto, para estos dos epítopos que se procesan 
por una vía  independiente de TAP no tenemos evidencia de que también sigan una vía 
dependiente de TAP.  
Los péptidos G8R, A23R y A25L habían  sido  reconocidos ex  vivo por  linfocitos T 
CD8+ de ratones deficientes en TAP (Figura 19). Sin embargo, las correspondientes líneas 
de CTL generadas en  ratones C57BL/6 no  se activaron  cuando  se  cocultivaron  con  las 
BMDC  infectadas  TAP‐,  quizá  porque  también  se  activaban  menos  de  un  20%  en 
respuesta  a  BMDC  silvestres  infectadas.  En  los  ensayos  de  ICS  ex  vivo  se  utilizaron 
concentraciones de péptido sintético en exceso (10‐6 M). El hecho de que estas líneas de 
CTL reconozcan débilmente a  las células TAP+  infectadas podría deberse a que en ellas 
se presente una cantidad muy limitante del epítopo, que podría ser aun más baja en el 
caso de las BMDC TAP‐ infectadas si el epítopo se procesase por 2 vías.  
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Estos  resultados  indican más  fuertemente  que  al menos  8  epítopos  virales  son 
procesados por vías independientes de TAP, se unen a moléculas de MHC de clase I y se 
presentan en la superficie de células infectadas a linfocitos T CD8+.  
 
 
 
   
Figura 22. Las líneas de CTL derivadas 
de  ratones  C57BL/6  reconocen 
BMDC infectadas con VACV.  
Las  líneas  de  CTL  monoespecíficas  y 
policlonales  derivadas  del  bazo  de 
ratones  C57BL/6  se  estimularon  con 
BMDC  TAP+  (blanco)  o  TAP‐  (negro) 
infectadas con VACV. La activación de los 
linfocitos  T  CD8+  se  midió  mediante  la 
producción  de  IFNγ  mediante  ICS.  Se 
muestra  el  porcentaje  de  activación  de 
una  línea de CTL  representativa de cada 
epítopo.  
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5.3.4. Establecimiento in vitro de  líneas de CTL específicas frente a epítopos de VACV 
derivadas de ratones deficientes en TAP y reconocimiento de BMDC infectadas.  
 
Hemos mostrado  que  tras  la  infección  los  ratones  deficientes  en  TAP  generan 
linfocitos  T CD8+  específicos  frente  a  antígenos  de  VACV  y  que  reconocen  células 
infectadas por el virus (Figura 11 y Figura 19). Para estudiar  la presentación antigénica 
de estos antígenos individuales en células infectadas in vitro, intentamos generar líneas 
de CTL  específicas  derivadas  de  los  ratones  deficientes  en  TAP  para  cada  uno  de  los 
epítopos reconocidos en los ensayos ex vivo (excepto para el epítopo A25L). A partir de 
esplenocitos de ratones deficientes en TAP infectados con WR y que se encontraban en 
un estado de memoria conseguimos generar  líneas de CTL específicas para 7 de  los 11 
epítopos  probados:  A8R189,  L2R53,  A19L,  J3R,  F13L  y  A38L  y  además  se  consiguió 
generar por primera vez una línea específica frente a E8R. Todas las líneas se generaron 
al menos  2  veces  para  cada  epítopo  aunque  no  se  trabajó  en  la  optimización  de  la 
concentración de péptido. No conseguimos establecer ninguna  línea para  los epítopos 
G8R,  A6L,  A23R  y  F5L,  hecho  que  no  podemos  explicar.  Algunas  líneas  de  CTL  se 
obtuvieron  también mediante  otras  condiciones  de  inmunización  u  órgano  de  origen 
(Tabla 7).  
 
Epítopo 
Agente de la 
primera 
inmunización 
Estado a  Órgano de origen b  Concentración 
de péptido c 
A19L (47‐55)  WR  memoria  Bazo  10‐8M 
A38L (203‐210)  WR / mDC‐A38L  memoria / aguda 2ª  Bazo  10‐8M 
A8R (189‐196)  WR / mDC‐A8R   memoria / aguda 2ª  Bazo o médula ósea  10‐8M 
E8R (141‐150)  WR   memoria  Bazo  10‐8M 
F13L (307‐315)  WR / mDC‐F13L  memoria / aguda 2ª  Bazo  10‐8M 
J3R (289‐296)  WR   memoria  Bazo o médula ósea  10‐8M 
L2R (53‐61)  WR   memoria  Bazo  10‐8M 
 
Tabla 7. Líneas de CTL derivadas de ratones deficientes en TAP. 
Las  líneas de CTL monoespecíficas se nombraron como el epítopo frente al cual se generan. El 
agente utilizado en la mayoría de las inmunizaciones secundarias fue ΔB8R. a La respuesta aguda 
(2ª) se refiere a 6 d.p.i. tras la segunda infección y la de memoria se refiere a 3 semanas tras la 
segunda  infección.  b  Las  líneas derivadas de  células de médula ósea proceden  siempre de un 
estado de memoria tras la infección secundaria. c Se indica la concentración de péptido utilizada 
durante la reestimulación.  
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Se determinó mediante ICS la producción de IFNγ tras la estimulación de las líneas 
de CTL con BMDC incubadas con su péptido sintético 10‐8 M o con un control (datos no 
mostrados) y se comprobó que todas las poblaciones de CTL eran totalmente específicas 
para el péptido  frente al que se generaron. Para estudiar si estas  líneas  reconocían el 
antígeno viral en células infectadas, se enfrentó cada línea de CTL de ratones deficientes 
en  TAP  a  BMDC  TAP‐  infectadas  con  VACV  y  se  analizó  la  producción  de  IFNγ  como 
medida de  la  activación.  Las 7  líneas de CTL derivadas de  ratones deficientes en TAP 
reconocían  su  epítopo  viral  en  las  células  TAP‐  infectadas  (Figura  23).  Este  resultado 
indica que al menos para estos 7 péptidos la cantidad de epítopo viral que se procesa y 
presenta en  las células TAP‐  infectadas es suficiente para activar a  los  linfocitos T CD8+ 
deficientes en TAP. Parece detectarse una fuerte tendencia a una mayor activación de la 
línea de CTL por los péptidos más hidrofóbicos (datos no mostrados). Aunque es ya muy 
improbable,  dada  la  evidencia  acumulada  para  estos  epítopos,  no  se  excluye  la 
posibilidad de que en alguno de los casos el reconocimiento de las células infectadas por 
las líneas de CTL específicas de péptido sea resultado de una reacción cruzada.  
 
Figura 23. Las líneas de CTL derivadas 
de  ratones  deficientes  en  TAP 
reconocen BMDC TAP‐  infectadas con 
VACV.  
Las  líneas  de  CTL  monoespecíficas  y 
policlonales derivadas del bazo de ratones 
deficientes  en  TAP  se  estimularon  con 
BMDC  TAP‐  infectadas  con  VACV.  En  la 
grafica  se  representa  el  porcentaje  de 
linfocitos T CD8+ activados que producen 
IFNγ. Se muestran  los datos de una  línea 
representativa de cada epítopo. 
 
Además, la generación a partir de ratones deficientes en TAP, empleando péptidos 
individuales, de líneas de CTL que reconocen BMDC TAP‐ infectadas en cultivo, confirma 
que  en  los  ratones  deficientes  en  TAP  e  infectados  existe  efectivamente  una 
presentación  independiente de TAP de antígenos virales capaz de activar a  linfocitos T 
CD8+ vírgenes. 
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Por  tanto,  en  conclusión,  de  los  12  epítopos  virales  independientes  de  TAP,  la 
evidencia más  fuerte es para 7 de ellos:  J3R, L2R53, A38L, A8R189, A19L, F13L y E8R, 
pues,  además  de  manifestarse  como  independientes  de  TAP  en  los  otros  ensayos, 
incluso se generan líneas de CTL a partir de ratones deficientes en TAP que reconocen a 
células TAP‐  infectadas (Figura 23). Para dos de  los 12 epítopos, F5L y A6L,  la evidencia 
es  también  importante,  pues  las  líneas  de  CTL  generadas  en  ratones  silvestres 
reconocen a células TAP‐ infectadas (Figura 22). Por último, para 3 de los epítopos, G8R, 
A25L  y  A23R,  la  evidencia  se  basa  sólo  en  la  detección  ex  vivo  de  linfocitos  T  CD8+ 
específicos a partir de ratones deficientes en TAP e infectados (Figura 19). 
 
5.4. CARACTERIZACIÓN  DE  LAS  VÍAS  DE  PROCESAMIENTO  ANTIGÉNICO  DE  LOS 
EPÍTOPOS DE VACV.  
 
5.4.1. Papel  global  del  proteasoma  en  el  procesamiento  antigénico  en  células 
infectadas por VACV. 
 
En  la  vía  clásica,  los  péptidos  antigénicos  derivan  del  procesamiento  por  el 
proteasoma en el citosol de proteínas endógenas. Los productos del proteasoma, que 
pueden incluir epítopos o sus precursores, son transportados al RE a través de TAP.  
Hemos  demostrado  que  un  13%  de  los  linfocitos  T  CD8+  de  ratones  silvestres 
infectados se activan por antígenos cuyo procesamiento y presentación en la superficie 
celular no dependen de TAP como mecanismo para acceder a  la vía secretoria. Con el 
objetivo  de  caracterizar  la  contribución  del  proteasoma  en  el  procesamiento  de  los 
antígenos  de  VACV,  se  realizaron  ensayos  de  cuantificación  como  los  descritos  en  el 
apartado 5.2.3 (Figura 16). Se analizó la respuesta de linfocitos T CD8+ purificados frente 
a BMDC TAP+  infectadas en presencia o ausencia del  inhibidor LC  (Figura 24). El VACV 
que se utilizó fue el recombinante sC‐OvaΔC que presenta el epítopo SIINFEKL de la Ova 
de forma  independiente de TAP y de proteasoma (Medina y col. 2009) y, que sirve por 
tanto de control interno (datos no mostrados).  
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Figura  24.  La  LC  inhibe  la  presentación  de 
antígenos de VACV en BMDC TAP+. 
Los  linfocitos  T  CD8+  purificados  derivados  de 
ratones  C57BL/6  infectados  con  sC‐OvaΔC  (7 
d.p.i.),  se estimularon  con diferentes  cantidades 
de  BMDC  TAP+  infectadas  en  presencia  o 
ausencia de  LC.  La  activación de  los  linfocitos  T 
CD8+ se cuantificó mediante ICS. Se controló con 
CTL  específicos  que  la  LC  bloqueaba  al 
proteasoma e inhibía un 65% la presentación del 
antígeno B8R en las mismas células infectadas. El 
posible efecto tóxico de la LC provoca un 21% de 
inhibición  de  la  presentación  del  péptido 
SIINFEKL en  las mismas células  infectadas. Datos 
de un ensayo. 
 
Comparando porcentualmente  los datos de  la Figura 24 se estimó una reducción 
del 70% en la activación de los linfocitos T CD8+ frente a antígenos de VACV en presencia 
de LC. Aproximadamente el 40% de los epítopos de VACV en H‐2b proceden de proteínas 
que se expresan en  la  fase  intermedia o tardía de  la  infección  (Yang y col. 2011), cuya 
síntesis se bloquea por la LC (Satheshkumar y col. 2009; Teale y col. 2009) Por lo tanto, 
la presentación de estos epítopos se inhibiría de una forma no relacionada con el efecto 
directo de la LC sobre el proteasoma. Por otra parte, los inhibidores del proteasoma no 
son 100 % eficaces, ni in vitro (Garcia‐Medel y col. 2011) ni en nuestras condiciones en 
cultivo celular donde  la LC tiene una eficacia estimada de un 75% (Tabla 8A). Teniendo 
en cuenta estas dos consideraciones,  los datos de  la Figura 24 sugieren que existe una 
fuerte  contribución  del  proteasoma,  que  así  sería  la  principal  proteasa  en  el 
procesamiento de  los  antígenos  tempranos del  virus VACV.  Sin  embargo, estos datos 
también  sugieren  que  podría  haber  linfocitos  T  CD8+  que  reconozcan  antígenos 
tempranos resistentes a este tratamiento con LC. 
 
5.4.2. Papel global de la TPPII en el procesamiento antigénico en células infectadas por 
VACV. 
 
Quisimos  estudiar  si  la  TPPII,  otra  proteasa  citosólica,  participaba  en  el 
procesamiento  de  los  antígenos  virales  resistentes  a  LC.  Se  realizaron  ensayos  de 
presentación  de  antígeno  estimulando  a  los  linfocitos  T  CD8+  purificados  de  ratones 
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C57BL/6  infectados  con  VACV  7  días  antes  con  cantidades  decrecientes  de  BMDC 
infectadas  derivadas  de  ratones  deficientes  en  TPPII  (Firat  y  col.  2007)  o  de  ratones 
silvestres. La activación de  los  linfocitos T CD8+  fue similar con ambos  tipos de dianas 
(Figura 25). Los mismos ensayos se realizaron en presencia de LC y tampoco observamos 
un  efecto  de  la  TPPII  en  el  procesamiento  de  antígenos  de  VACV  en  ausencia  del 
proteasoma. Aunque parece que  la ausencia de TPPII pudiese favorecer  ligeramente  la 
presentación de  los antígenos,  lo que  implicaría un papel destructor de  la proteasa,  las 
diferencias no son significativas. Por tanto, no tenemos evidencia de que la TPPII tenga 
un papel en el procesamiento de los antígenos del virus VACV. 
 
  
Figura 25. La TPPII no participa en el procesamiento de antígenos de VACV. 
Los  linfocitos  T  CD8+  purificados  derivados  de  ratones  C57BL/6  infectados  con  sC‐OvaΔC  (7 
d.p.i.),  se  estimularon  con  distintas  cantidades  de  BMDC  silvestres  (círculos)  o  deficiente  en 
TPPII (triángulos)  infectadas con sC‐OvaΔC en ausencia (izquierda) o presencia de LC (derecha). 
Se  analizó  la  respuesta  de  los  linfocitos  T  CD8+ midiendo  la  producción  de  IFNγ  por  ICS.  Se 
representa el porcentaje de linfocitos T CD8+ activados. Los datos son media de 2 experimentos 
independientes. 
 
5.4.3. Identificación y análisis de los epítopos de VACV resistentes a LC.  
 
Una fracción de los linfocitos T CD8+ se activan por vías resistentes al tratamiento 
con LC (Figura 24) y quisimos identificar los epítopos de VACV que reconocen. Para ello 
se  realizaron  ensayos  de  presentación  antigénica  a  líneas  de  CTL  monoespecíficas 
utilizando BMDC  silvestres  infectadas en presencia o  ausencia del  inhibidor  LC. Como 
control de  inhibición por LC se analizó  la presentación del epítopo SIINFEKL de Ova en 
células silvestres infectadas con el virus que expresa la construcción cC‐Ova a una línea 
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de CTL específica de este epítopo. En esta construcción, el epítopo se presenta de forma 
dependiente de TAP y es procesado por el proteasoma  (Medina y col. 2009). Además, 
como  controles  adicionales,  analizamos  6  epítopos  derivados  de  proteínas  que  se 
expresan en la fase intermedia de la infección, cuya síntesis bloquea la LC (Tabla 8A). La 
inhibición media  de  estos  6  epítopos  intermedios  en  nuestras  condiciones  en  cultivo 
celular  fue  alrededor  del  75%,  de  acuerdo  con  datos  in  vitro  que muestran  que  los 
inhibidores del proteasoma no bloquean  totalmente  su actividad  (Garcia‐Medel y  col. 
2011).  La  inhibición mínima  fue  del  40%,  valor  que  establecimos  como  umbral  para 
definir la sensibilidad a LC en nuestro sistema. 
A  continuación analizamos el efecto de  la  LC en  la presentación de 15 epítopos 
tempranos, entre  los que había 3  independientes de TAP (Tabla 8B) y 12 epítopos que 
requieren  de  la  presencia  de  TAP  para  su  presentación.  La  presentación  de  los  3 
epítopos analizados independientes de TAP y de expresión temprana, A8R189, L2R53, y 
A23R,  se bloqueó en presencia de  LC,  lo que  implica  la participación del proteasoma. 
Como  hemos  comentado  anteriormente,  en  las  células  silvestres  infectadas  estos  3 
epítopos parecen presentarse por 2 vías; una dependiente y otra independiente de TAP. 
En  presencia  de  LC,  la  presentación  se  bloquea  fuertemente  sugiriendo  que  el 
proteasoma podría actuar en ambas vías. Esta conclusión se reforzó cuando se analizó 
posteriormente la implicación del proteasoma exclusivamente en la vía de presentación 
independiente  de  TAP  de  estos  epítopos  (ver  apartado  5.4.4).  Futuros  experimentos 
añadiendo  la LC a 4 h tras  la adsorción viral, cuando ya ha tenido lugar la expresión de 
las  proteínas  intermedias  o  tardías  de  VACV,  permitirá  aclarar  la  sensibilidad  o 
resistencia de estas últimas a LC.  
De los 12 epítopos dependientes de TAP y de expresión temprana, identificamos 9 
epítopos cuya presentación se inhibía en presencia de LC, indicando que siguen una vía 
clásica  de  presentación  de  antígeno  dependiente  del  proteasoma  y  de  TAP.  Los  dos 
epítopos analizados de la misma proteína, A8, fueron ambos sensibles a LC.  
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B             
Epítopos  % Inhibición  Efecto de LC Expresión 
temporal 
iTAP 
A23R*  62 ± 13  S  E  x 
A47L  63 ± 8  S  E    
A51R  24 ± 5  R  E    
A8R189*  77 ± 8  S  E  x 
A8R70  88 ± 8  S  E    
B1R  86  S  E    
B2R   ‐159 ± 39  R/PT  E    
B6R  66 ± 7  S  E    
B8R  85 ± 4  S  E    
C4L  76  S  E    
D1R578  11 ± 6  R  E    
F1L  99  S  E    
J6R  41 ± 5  S  E    
K3L  81 ± 8  S  E    
L2R53*  83 ± 5  S  E  x 
SIINFEKL (cC‐Ova)  96 ± 1  S  E    
 
Tabla 8. Efecto de la LC en la presentación a CTL de epítopos individuales de VACV de 
expresión post‐replicativa (A) o temprana (B) en BMDC TAP+.  
Se realizaron ensayos de presentación antigénica a CTL utilizando BMDC silvestres  incubadas o 
no  con  LC  e  infectadas  con  el  virus  cC‐Ova.  Se  indica  el  porcentaje  de  inhibición  de  la 
presentación de cada uno de los epítopos analizados como la media ± SEM en 2‐6 experimentos. 
La presentación de los epítopos se consideró como sensible (S) cuando la inhibición por LC fue > 
40%, como resistente (R) si fue menor de este valor, y como potenciada (PT) si fue negativa. Se 
sombrean en gris los epítopos R y PT. Expresión temporal: intermedia (I) o temprana (E). *Todos 
los  epítopos  independientes  de  TAP  (iTAP),  salvo  A38L,  podrían  seguir  también  una  vía  de 
procesamiento dependiente de TAP, según se sugiere de los datos de la Figura 22. 
 
Además,  identificamos  3  epítopos  dependientes  de  TAP  y  tempranos,  cuyo 
procesamiento  en  las  BMDC  silvestres  infectadas  era  resistente  a  LC:  A51R,  B2R  y 
D1R578.  Incluso,  la  presentación  del  epítopo  B2R  por Db  se  potenciaba  2,5  veces  en 
presencia  de  LC.  Esto  podría  indicar  que  este  epítopo  es  destruido  en  parte  por  el 
proteasoma.  Estos  epítopos  que  no  son  inhibidos  por  LC  podrían  ser  procesados  por 
A 
Epítopos  % Inhibición  Efecto de LC Expresión 
temporal  iTAP 
A19L*  61 ± 2  S  I  x 
A38L  95 ± 5  S  I  x 
A3L  83 ± 4  S  I 
A42R  40 ± 3  S  I 
A6L*  80 ± 16  S  I  x 
E7R  86 ± 13  S  I 
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otras proteasas citosólicas, distintas del proteasoma. Anteriormente hemos demostrado 
que  la  TPPII  no  tenía  un  papel  detectable  en  la  presentación  global  de  antígenos  de 
VACV (Figura 25) pero quisimos analizar si participaba en el procesamiento concreto de 
estos  3  epítopos  tempranos  y  dependientes  de  TAP  que  no  se  inhibían  por  LC.  Se 
realizaron ensayos de presentación de antígeno  in vitro estimulando  las  líneas de CTL 
correspondientes  con  BMDC  derivadas  de  ratones  silvestres  o  deficientes  en  TPPII  e 
infectadas,  llevando  como  control  los CTL  frente  a  SIINFEKL  y B8R  (Figura  26). No  se 
observaron diferencias en  la activación de  los CTL  tras enfrentarlas a ambos  tipos de 
BMDC  infectadas.  Así,  la  presencia  o  ausencia  de  TPPII  no  tiene  ningún  efecto  en  la 
presentación  de  estos  epítopos  a CTL. Concluimos  que  la  generación  de  los  epítopos 
A51R, B2R y D1R578 probablemente no requiera ni del proteasoma ni de  la peptidasa 
TPPII, lo que implica que su procesamiento puede depender de otras peptidasas. 
  
Figura 26. La TPPII no es necesaria 
para  el  procesamiento  de  los 
epítopos  resistentes  a  LC:  B2R, 
D1R578 y A51R. 
Las  líneas  de  CTL  específicas  se 
estimularon  con  BMDC  silvestres 
(negro) o deficientes en TPPII (blanco) 
infectadas  con  sC‐OvaΔC.  Mediante 
ICS  se  determinó  la  producción  de 
IFNγ  por  los  linfocitos  T  CD8+  como 
medida de  la activación. En  la grafica 
se  representa  el  valor  promedio  y  el 
error  del  porcentaje  de  linfocitos  T 
CD8+  activados  de  2  ensayos 
independientes. 
 
5.4.4. Caracterización del procesamiento de  los epítopos de VACV  independientes de 
TAP en células deficientes en TAP. Efecto de distintos inhibidores.  
 
En  nuestro  objetivo  de  caracterizar  la  relevancia  de  las  rutas  alternativas  de 
presentación de antígeno por MHC de clase  I, describimos en el apartado anterior  los 
epítopos que no requieren del proteasoma. Pasamos a continuación a estudiar en más 
detalle los que no requieren TAP. De los 12 epítopos virales que se presentan de forma 
independiente de TAP a linfocitos T CD8+, establecimos para 9 de ellos líneas de CTL que 
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reconocían  BMDC  TAP‐  infectadas  (Figura  22  y  Figura  23).  Siete  de  estas  líneas 
específicas que reconocían BMDC TAP‐ infectadas, J3R, F5L, L2R53, A38L, A8R189, A19L, 
y A6L nos permitieron iniciar la caracterización de las vías de procesamiento que siguen 
estos epítopos en las células infectadas. Para analizar la naturaleza endógena o exógena 
de  la presentación  independiente de TAP de cada uno de estos epítopos se realizaron 
ensayos  de  ICS  con  BMDC  deficientes  en  TAP,  incubadas  o  no  con  BFA  durante  la 
infección  con VACV. Obtuvimos  resultados de  inhibición por BFA para  los 7 epítopos, 
concluyendo que su presentación independiente de TAP es endógena (Tabla 9).  
Para  estudiar  la  implicación  del  proteasoma  en  la  vía  de  presentación 
independiente de TAP de estos epítopos, realizamos ensayos de presentación a CTL con 
BMDC deficientes en TAP  incubadas o no con LC e  infectadas con VACV. Como control 
de no toxicidad del  inhibidor,  las BMDC TAP‐ se  infectaron con el VACV que expresa  la 
construcción sC‐OvaΔC, en  la que el epítopo SIINFEKL se presenta a CTL específicos en 
presencia de LC. Como anteriormente, no se pueden sacar conclusiones del efecto de la 
LC sobre  la presentación de  los epítopos  intermedios, ya que  la LC  inhibe  la síntesis de 
sus proteínas de origen.  Se observa que  la presentación  independiente de TAP  a CTL 
específicos de los 6 epítopos analizados se inhibía en presencia de LC, sugiriendo que los 
epítopos tempranos J3R, L2R53 y A8R189 son procesados por el proteasoma (Tabla 9). 
Se  realizó  también  un  ensayo  con  otro  inhibidor  del  proteasoma,  la  epoxomicina, 
obteniéndose  los  mismos  resultados,  además  de  una  inhibición  específica  de  la 
presentación del epítopo de expresión temprana F5L. Los datos de la Figura 22 sugerían 
que  los epítopos  tempranos  J3R,  L2R53  y A8R189  se presentarían por 2  vías: una  vía 
dependiente de TAP y una vía  independiente de TAP. Como explicamos en el apartado 
5.4.3,  la presentación global de estos 3 epítopos en células con TAP era  sensible a LC 
(Tabla 8B), resultado que confirmamos con estos datos para la vía independiente de TAP 
de estos epítopos (Tabla 9). 
Estos  resultados  sugieren  que  al menos  3  epítopos,  J3R,  L2R53  y  A8R189,  se 
presentan de  forma endógena por 2  vías: una  vía  clásica, que depende de  TAP  y del 
proteasoma, y otra vía  independiente de TAP que también requiere de  la participación 
del proteasoma. En el caso de F5L, podría  tratarse de una única vía  independiente de 
TAP y dependiente del proteasoma.  
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      BFA  LC  Epoxomicina  
Epítopos  Expresión 
temporal  
% 
Inhibición  Efecto 
% 
Inhibición  Efecto  
% 
Inhibición   Efecto 
J3R  E  86 ± 9  S  82 ± 9  S  92  S 
F5L  E  95  S  n.d.  n.d.  64  S 
L2R53  E  58  S  51 ± 11  S  58  S 
A38L  I  99 ± 1  S  82 ± 6  S  n.d  n.d. 
A8R189  E  99 ± 3  S  93 ± 1  S  74  S 
A19L  I  85 ± 10  S  87 ± 4  S  n.d  n.d. 
A6L  I  99 ± 2  S  84 ± 1  S  89  S 
SIINFEKL sC‐OvaΔC  E  82 ± 6  S  10 ± 10  R  6  R 
 
Tabla 9. Efecto de la BFA y de inhibidores del proteasoma en las vías de procesamiento 
independientes de TAP de epítopos de VACV en BMDC TAP‐. 
Se  realizaron ensayos de presentación antigénica a CTL utilizando BMDC TAP‐  incubadas o no 
con  los distintos  inhibidores e  infectadas  con el virus  sC‐OvaΔC. Se  resume el efecto de  cada 
inhibidor y se indica el porcentaje de inhibición de la presentación de cada uno de los epítopos 
analizados.  Se  sombrean  en  gris  los  resultados  con  inhibidores  del  proteasoma  de  epítopos 
intermedios  por  la  dificultad  de  su  interpretación.  S:  Sensible,  R:  Resistente,  n.d.:  no 
determinado, E: Temprano, I: Intermedio.  
 
Para estudiar la participación principal o accesoria de otras proteasas en la vía de 
procesamiento  de  los  epítopos  independientes  de  TAP  realizamos  ensayos  de 
presentación a  las  líneas de CTL de BMDC TAP‐  infectadas en presencia o ausencia de 
dos  inhibidores,  leucintiol,  que  inhibe  metalo‐aminopeptidasas  (sobre  todo  de  tipo 
microsomal)  y  decRVKR‐cmk,  que  inhibe  específicamente  a  la  endoproteasa  furina 
localizada en el trans Golgi y a otras proteín‐convertasas de la misma familia.  
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 27 y en la Tabla 10 se resume el 
efecto  de  cada  inhibidor  analizado  sobre  la  presentación  de  cada  epítopo.  Los  3 
epítopos  de  8  aa  y  derivados  de  proteínas  citosólicas  analizados,  J3R, A8R189  y A6L, 
requerían  del  corte  por  metalo‐aminopeptidasas  (probablemente  microsomales), 
mientras que ninguno de los 2 epítopos de 9 aa analizados ni ninguno de los 2 epítopos 
estudiados que derivan de regiones TM de proteínas de membrana las requirieron. Por 
otro parte, ninguno de los epítopos analizados requirió la furina para su procesamiento. 
Sin embargo, la presentación a CTL del epítopo A19L derivado de una proteína citosólica 
aumentó al doble en presencia del inhibidor, lo que podría indicar que la furina favorece 
su destrucción. 
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Figura  27.  Los  epítopos  independientes 
de  TAP  pueden  ser  procesados  por 
proteasas distintas del proteasoma.  
Se realizaron ensayos de presentación a CTL 
específicos con BMDC TAP‐ incubadas con los 
inhibidores  decRVKR‐cmk  y  leucintiol  e 
infectadas  con  sC‐OvaΔC.  Se  representa  el 
porcentaje  de  inhibición  de  la  presentación 
endógena  de  cada  uno  de  los  epítopos 
analizados.  Datos  de  un  ensayo 
representativo. 
 
 
Epítopos  Expresión 
temporal  
Número 
de aa 
Localización 
subcelular   Leucintiol  decRVKR‐cmk  
J3R   E  8  citoplasma  S  R 
F5L  E  9  membrana  n.d.  n.d. 
L2R53  E  9  membrana  R  n.d. 
A38L  I  8  membrana  R  R 
A8R189   E  8  citoplasma  S  R 
A19L  I  9  citoplasma  R  PT 
A6L   I  8  citoplasma  S  R 
 
Tabla 10. Efecto de distintos  inhibidores sobre  la presentación  independiente de TAP 
de epítopos de VACV.  
S: Sensible, R: Resistente, PT: Potenciado, n.d.; no determinado, E: Temprano, I: Intermedio. 
 
En  resumen,  de  los  12  epítopos  que  siguen  una  vía  de  procesamiento 
independiente  de  TAP  encontramos  que  los  7  analizados  en mayor  detalle  (J3R,  F5L, 
L2R53, A38L, A8R189, A19L, y A6L) siguen una vía endógena sensible a BFA, que 2 de 
ellos requieren la acción del proteasoma (F5L y L2R53), mientras que otros 2 requieren 
del proteasoma y de metalo‐aminopeptidasas probablemente de recorte (J3R y A8R189) 
y que A19L es probablemente sensible a la acción destructora de proteasas de la familia 
de la furina. 
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Tabla 11. Resumen de las proteasas que pueden participar en el procesamiento de los 
epítopos independientes de TAP.  
iTAP: independiente de TAP. Las casillas vacías indican que no ha sido determinado; en general, 
se trata de epítopos más subdominantes cuyo análisis es técnicamente más complicado. *Solo 
se  ha  comprobado  la  dependencia  del  proteasoma  en  el  procesamiento  de  este  epítopo  en 
células TAP+. 
  
5.5. ANÁLISIS DE LAS CARACTERÍSTICAS DE LOS EPÍTOPOS DE VACV. 
 
Con el objetivo de  identificar alguna propiedad  intrínseca que pudiese explicar el 
procesamiento por  rutas  alternativas de  los epítopos de VACV,  analizamos diferentes 
características de las proteínas de VACV estudiadas y de los ligandos de MHC de clase I 
que derivan de ellas. 
 
5.5.1. Características de las proteínas de origen de los epítopos. 
  
En  cuanto  a  su  expresión  temporal,  en  torno  al  40%  de  las  proteínas  de VACV 
están reguladas por promotores  intermedios o tardíos durante  la  infección (Yang y col. 
2011). En  torno al 40% de  los  ligandos de MHC de  clase  I derivan de proteínas post‐
replicativas  que  engloban  a  las  expresadas  en  la  fase  intermedia  y  tardía  y  el 
subconjunto de los 30 epítopos que hemos analizado derivan de proteínas de expresión 
intermedia.  Sin  embargo,  más  de  la  mitad  de  los  epítopos  independientes  de  TAP 
derivan  de  proteínas  intermedias  mientras  que  los  epítopos  dependientes  de  TAP 
derivan mayoritariamente de proteínas tempranas (Figura 28).  
Epítopos  iTAP 
Tipo de 
proteína  Endógena Proteasoma
Metalo‐
aminopeptidasas  Furina 
J3R  si  citoplasma  sí  sí  sí  no 
G8R  si  membrana 
F5L  si  membrana  sí  sí 
L2R53  si  membrana  sí  sí  no 
A38L  si  membrana  sí  no  no 
A8R189  si  citoplasma  sí  sí  sí  no 
A19L  si  citoplasma  sí  no  Destructora
A6L  si  citoplasma  sí  sí  no 
A25L  si  membrana 
A23R  si  citoplasma  sí* 
F13L  si  citoplasma 
E8R  si  membrana 
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La  función  de  aproximadamente  el  30%  de  las  proteínas  de  VACV  es  aún 
desconocida. De  todas  las proteínas de VACV de  las que se conoce su  función  (Yang y 
col.  2010;  Yang  y  col.  2011),  la mayor  parte  están  asociadas  al  virión,  seguidas  en 
número por las implicadas en regulación viral (factores de transcripción y de replicación 
del ADN) (Tabla 12 y Figura 28). Las proteínas estructurales contienen significativamente 
más  epítopos  de  linfocitos  T  CD8+  que  otras  de  tamaño mayor  (Diez‐Rivero  y  Reche 
2012).  Sorprendentemente,  a pesar de existir un 25% de proteínas que  actúan  como 
factores de virulencia o que interaccionan con el huésped, no hemos encontrado ningún 
epítopo independiente de TAP derivado de ellas. 
  
Regulación 
viral 
Interacción 
con el 
huésped 
Asociación 
al virión  
Total proteínas  44 (31%)  35 (25%)  62 (44%) 
Proteínas con epítopos H‐2b totales  12 (43%)  6 (21%)  10 (36%) 
Proteínas con epítopos H‐2b analizados  7 (39%)  4 (22%)  7 (39%) 
Epítopos H‐2b totales  14 (44%)  6 (19%)  12 (37%) 
Epítopos H‐2b analizados  9 (43%)  4 (19%)  8 (38%) 
Epítopos H‐2b iTAP  4 (44%)  0  5 (56%) 
 
Tabla 12. Clasificación de la categoría funcional de las proteínas de VACV.  
De los epítopos presentados por H‐2b, se muestra el porcentaje de epítopos totales, analizados, 
independientes de TAP (iTAP), así como el porcentaje de proteínas que los contienen respecto al 
total de proteínas de VACV. Hay 2 proteínas que contienen 2 epítopos cada una. Las categorías 
funcionales “Transcription” y “DNA replication” de la Figura 5A se engloban aquí en la categoría 
“regulación viral”. 
  
Dos  tercios  de  las  proteínas  que  contienen  epítopos  presentados  por  H‐2b 
analizados son citosólicas mientras que el  tercio  restante son proteínas de membrana 
integrales  (con  regiones  TM)  o  secretadas  que  pueden  acceder  al  RE  co‐
traduccionalmente.  La  mitad  de  los  epítopos  independientes  de  TAP  derivan  de 
proteínas  integrales de membrana  (Figura 28). Ninguna de  las 2 proteínas  secretadas 
contiene un epítopo  independiente de TAP y sólo un 33 % de  las proteínas citosólicas 
dan lugar tras su procesamiento a un epítopo independiente de TAP. 
Durante  la morfogénesis de VACV existe una gran reorganización de membranas 
que  van  a  participar  en  la  formación  de  factorías  virales  donde  tiene  lugar  la 
transcripción  intermedia  y  tardía  de  los  genes  del  virus,  la  replicación  del  ADN  y  el 
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ensamblaje de los nuevos viriones. La mitad (14) de las proteínas de VACV analizadas se 
localizan en estas factorías virales (Chung y col. 2006; Resch y col. 2007) y el 75% de los 
epítopos independientes de TAP derivan de éstas (Tabla 13 y Figura 28).  
 
 
 
Figura  28.  Características  de  los  epítopos  de  VACV  presentados  por  H‐2b  y  de  las 
proteínas de las que derivan.  
Se clasifican las proteínas y los epítopos en base a su cinética de expresión, su papel en el ciclo 
de  replicación  viral,  su  localización  subcelular  y  su  localización  durante  la morfogénesis.  Se 
analizan proteínas  totales de VACV  (P), epítopos  totales  (E), epítopos analizados  (e), epítopos 
dependientes de TAP (dTAP) y epítopos independientes de TAP (iTAP). Cada barra representa de 
0% a 100% las distintas características indicadas a la derecha de la figura. Se indica el número de 
epítopos (a la derecha de las barras) y el porcentaje de algunas categorías (dentro de las barras). 
Las categorías funcionales “Transcription” y “DNA replication” de  la Figura 5A se engloban aquí 
en la categoría “regulación viral”. 
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  dTAP  iTAP 
Citosol  K3    
Membrana      A38 
Secretadas  B8, B16    
Orgánulos  F1    
Factoría viral  A3, A42, B1, D1*, J6  A6, A8*, A19, A23, E8, G8, J3, L2*, A25 
Virión extracelular  E7  F13 
Desconocida  A47, A51, B2, C4, B6  F5 
 
Tabla  13.  Distribución  subcelular  de  las  proteínas  de  VACV  de  las  cuales  derivan 
epítopos estudiados en este trabajo.  
Independiente de TAP  (iTAP). * Proteínas que además contienen otro epítopo dependiente de 
TAP (dTAP). 
 
En  resumen,  mientras  que  los  epítopos  analizados  constituyen  una  muestra 
representativa de  los epítopos  totales  y de  las proteínas  totales de VACV, existe una 
marcada diferencia entre  los epítopos dependientes e  independientes de  TAP. Así,  la 
mayor parte de  los epítopos dependientes de TAP derivan de proteínas de expresión 
temprana, con funciones de regulación viral e  interacción con el huésped y citosólicas, 
mientras que la mayoría de los epítopos independientes de TAP derivan de proteínas de 
expresión post‐replicativa, asociadas al virión, de membrana y  localizadas en  factorías 
virales.  
 
5.5.2. Hidrofobicidad de los epítopos de VACV. 
  
 En primer  lugar, analizamos  la hidrofobicidad de  los 30 epítopos estudiados de 
VACV (Tabla 23). Como se observa en la Figura 29A, los epítopos independientes de TAP 
son significativamente más hidrofóbicos que  los epítopos que dependen de TAP y que 
siguen la vía clásica. A pesar de que la molécula de MHC de clase I Kb une péptidos más 
hidrofóbicos  que  la molécula  Db,  nosotros  no  hemos  observado  diferencias  entre  la 
hidrofobicidad  de  los  péptidos  presentados  por  Kb  y Db  en  nuestro  subconjunto.  Sin 
embargo,  cuando  sólo  analizamos  los  epítopos  presentados  por  la molécula H‐2Kb  la 
diferencia  de  hidrofobicidad  es más  notable  aún  entre  los  epítopos  dependientes  e 
independientes de TAP,  incluso se observa  la misma tendencia, cuando analizamos por 
separado  los  epítopos  Kb  que  derivan  de  proteínas  citosólicas  y  los  que  derivan  de 
proteínas de membrana (Figura 29B).  
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Figura 29. Los epítopos independientes de TAP son más hidrofóbicos que los 
epítopos dependientes de TAP. 
Se  indica  el  índice  de  hidrofobicidad  de  los  epítopos  dependientes  de  TAP  (círculos)  e 
independientes de TAP  (triángulos) para el conjunto de  los 30 epítopos analizados  (A) o sólo 
aquellos que son presentados por  la molécula de MHC de clase  I Kb  (B). Se resaltan en color 
negro  aquellos  epítopos  que  derivan  de  proteínas  transmembrana  o  secretorias.  La  línea 
horizontal indica el valor promedio de cada grupo. 
 
No se observaron diferencias significativas en  la hidrofobicidad de  los epítopos 
localizados  en  regiones  TM o  en dominios  citosólicos  o  luminales de  la proteína de 
origen, ni en el conjunto de  los 30 epítopos analizados ni en el subconjunto de  los 12 
independientes  de  TAP  (Figura  30).  Por  tanto,  parece  que  la  hidrofobicidad  no 
depende ni de  la molécula de MHC de  clase  I presentadora ni de  la  localización del 
epítopo en  la proteína de origen, pero de forma relevante  la hidrofobicidad sí parece 
explicar la independencia de TAP. 
 
Figura  30.  La  alta  hidrofobicidad  de  los 
epítopos  independientes de TAP no está 
relacionada  con  su  localización  en  la 
proteína de origen.  
Se  indica  el  índice  de  hidrofobicidad  de  los 
epítopos  independientes  de  TAP  clasificados 
según su localización en la proteína de origen. 
La línea horizontal indica el valor promedio de 
cada grupo.  
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No se encontró correlación de la hidrofobicidad de los epítopos con la implicación 
o no del proteasoma o de otras proteasas (datos no mostrados). 
 
5.5.3. Motivos de anclaje preferenciales a MHC de clase I. 
 
Los 30 epítopos de VACV analizados son presentados por las moléculas de MHC de 
clase I Kb y Db. Analizamos la proporción de epítopos dependientes e independientes de 
TAP que se presentan por cada molécula de MHC de clase I y no observamos diferencias 
entre ambos grupos (Tabla 14).  
 
 
MHC de clase I  Kb  Db 
Dependientes de TAP  12  6 
Independientes de TAP  8  4 
Total  20  10 
Tabla  14.  Epítopos  de  VACV 
analizados. 
Se  desglosan  según  la molécula 
de  H‐2b  presentadora  y  su 
mecanismo respecto a TAP. 
 
Analizamos  los  motivos  preferenciales  de  anclaje  descritos  de  los  péptidos 
dependientes  e  independientes  de  TAP  a  la  molécula  de  MHC  de  clase  I  Kb  y 
observamos que los epítopos independientes de TAP parecen tener un uso sesgado del 
residuo de anclaje en la posición carboxilo terminal del péptido ( 
Tabla 15). Ninguno de los epítopos independientes de TAP tiene V en esta posición 
mientras  que  un  tercio  de  los  epítopos  dependientes  de  TAP  si  tienen  este  residuo. 
Además en los epítopos independientes de TAP aparecen I y M que no aparecen en los 
epítopos dependientes de TAP. En cuanto al residuo de anclaje a Kb en posición 5 del 
péptido, no se observaron diferencias entre los dos grupos de epítopos ( 
Tabla  15).  No  se  observó  tampoco  ninguna  tendencia  a  un  uso  diferencial  de 
motivos de anclaje a Db en función de la dependencia de TAP ( 
Tabla 15). 
Empleando  los  algoritmos  de  predicción  de  epítopos  SYFPEITHI  y  BIMAS 
calculamos  la puntuación de  los epítopos dependientes e  independientes de TAP y no 
encontramos diferencias  significativas entre  sus puntuaciones promedio ni para Kb ni 
para Db (datos no mostrados), al contrario de lo encontrado para las moléculas HLA‐A2 
y HLA‐B51 (Weinzierl y col. 2008).    
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MHC de clase I  Kb (n=20)  Db (n=10) 
Residuo carboxilo preferencial   L  V  I  M  I  L  M  V 
Dependientes de TAP  8  4  0  0  3  1  1  1 
Independientes de TAP  5  0  2  1  2  2  0  0 
Total  13  4  2  1  5  3  1  1 
 
 
Tabla 15. Motivos de anclaje preferenciales de los epítopos de VACV a las moléculas H‐
2 Kb y Db. 
Se muestra el número de epítopos de VACV analizados que tienen los residuos preferenciales de 
anclaje a las moléculas de H‐2b en las posiciones carboxilo y 5 de la secuencia.  
 
 
5.5.4. Localización de los epítopos en las proteínas de origen. 
 
De las 9 proteínas de membrana analizadas, 7 son integrales de membrana y 2 son 
secretadas,  pero  no  hemos  identificado  ningún  epítopo  independiente  de  TAP  que 
derive de ninguna de las 2 proteínas secretadas estudiadas. De las 7 proteínas integrales 
de membrana derivan 8 epítopos. De ellos, sólo 2 no son independientes de TAP; uno es 
el epítopo L2R61 que tiene 3 aa localizados en la región TM de la proteína y el resto en 
un lazo luminal de ésta (L. Maruri‐Avidal, comunicación personal); la otra excepción es el 
epítopo  B6R,  localizado  en  el  dominio  citosólico  de  una  proteína  de membrana.  Los 
restantes  6  epítopos  derivados  de  proteínas  integrales  de  membrana  son 
independientes de TAP, de los cuales 5 (G8R, F5L, L2R53, A38L, E8R) tienen un número 
variable de  aa  localizados en  alguna  región  TM de  la proteína  y  sólo uno, el epítopo 
A25L, se  localiza en  la  región  luminal de  la proteína  (Tabla 16 y Figura 31). Por  tanto, 
existe una marcada tendencia a que  los epítopos derivados de proteínas  integrales de 
membrana deriven de regiones TM y sean presentados de forma independiente de TAP 
(Figura 32). 
 
 
MHC de clase I  Kb (n=20)  Db (n=10) 
Residuo preferencial en posición 5  F  Y  otros  N  S  I 
Dependientes de TAP  7  4  1  3  2  1 
Independientes de TAP  5  3  0  4  0  0 
Total  12  7  1  7  2  1 
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Tabla 16. Localización del epítopo en la proteína de origen.  
Se muestra el número de epítopos presentados por H‐2b analizados, de epítopos dependientes 
de TAP (dTAP), y de epítopos independientes de TAP (iTAP) y su localización en los dominios de 
la proteína de origen. De los epítopos que derivan del dominio citosólico o TM de su proteína de 
origen, se indica en cada caso el porcentaje que son iTAP (independientes de TAP). 
 
Estos resultados podrían  indicar  la existencia de algún mecanismo  (distinto de  la 
hidrofobicidad  de  los  epítopos  (Figura  30)),  que  favoreciese  el  procesamiento 
alternativo  a  TAP  de  proteínas  con  acceso  a  la  vía  secretoria  o  de  sus  epítopos 
localizados en regiones TM y no en el dominio luminal.  
 
 
 
Figura 31. La mayoría de  los epítopos que derivan de  regiones TM de  la proteína de 
origen son independientes de TAP.  
Se muestra el número de aa localizados en la región TM de proteínas integrales o secretadas de 
los epítopos dependientes de TAP (dTAP) o independientes de TAP (iTAP). 
 
Dominio citosólico  Dominio TM  Dominio luminal  Total 
Epítopos H‐2b analizados  21  6  3  30 
Epítopos H‐2b dTAP  15  1  2  18 
Epítopos H‐2b iTAP  6 (29%)  5 (83%)  1  12 
    
Resultados 91
 
 
Figura 32. Localización de los epítopos en las proteínas de membrana de VACV.  
Se muestra la orientación más probable de las proteínas de membrana de VACV y la localización 
de  las regiones TM. Se representa  la posición de  los epítopos  independientes de TAP (verde) o 
dependientes de TAP (blanco) en la proteína de origen.  
 
5.5.5. Características de  los epítopos de VACV  independientes de TAP asociadas a  la 
inmunodominancia en ratones deficientes en TAP. 
 
Observamos una correlación  significativa entre el orden de  la puntuación de  los 
epítopos  independientes  de  TAP  empleando  el  algoritmo  SYFPEITHI  y  la  jerarquía  de 
inmunodominancia de  los epítopos presentados por Kb en  los ratones C57BL/6  (Figura 
33),  así  como  entre  la puntuación BIMAS  y  la  jerarquía de  inmunodominancia de  los 
epítopos presentados por Db en los ratones deficientes en TAP (Figura 34). Sin embargo, 
la  significancia  biológica  de  estas  dos  correlaciones  es  cuestionable,  ya  que  no  hay 
correlación en ninguna de las otras posibles combinaciones. 
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En  segundo  lugar,  indicamos  los  factores  que  apuntaban  una  asociación  con  la 
inmunodominancia  en  animales  deficientes  en  TAP.  Las  tendencias  no  fueron 
estadísticamente significativas, posiblemente por el pequeño tamaño muestral, pero se 
detallan por su posible interés para estudios con un mayor número de péptidos (Figura 
35); 
‐ Parece  existir  una  tendencia  a  que  los  epítopos  presentados  por  Db  sean 
menos dominantes que los presentados por Kb.  
‐ Curiosamente, los 5 epítopos que presentan F como residuo en la posición 5 
de anclaje a Kb son más hidrofóbicos y más  inmunodominantes en el  ratón 
deficiente en TAP que el resto que poseen Y en dicha posición. No ocurre lo 
mismo con el conjunto de los epítopos reconocidos por los ratones silvestres. 
 
 
Por último, el análisis de diversos factores de los epítopos independientes de TAP 
nos indicó que ninguno de ellos correlacionaba en absoluto con la inmunodominancia ni 
en ratones C57BL/6 ni en ratones deficientes en TAP. Se trata de los siguientes factores: 
‐ Localización subcelular de la proteína de la que deriva el epítopo. 
‐ Cinética de expresión temporal de la proteína de la que deriva el epítopo. 
 
 
Figura  33.  La  inmunodominancia  en 
ratones  C57BL/6  de  los  epítopos 
presentados  por  Kb  correlaciona  con  su 
adecuación  al  motivo  definido  por  el 
algoritmo SYFPEITHI. 
p=0,03 
Figura  34.  La  respuesta  de  linfocitos  T 
CD8+  en  ratones  deficientes  en  TAP 
frente a  los epítopos presentados por Db 
correlaciona con la puntuación BIMAS. 
p=0,003 
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‐ Categoría funcional de la proteína de la que deriva el epítopo. 
‐ Localización en factorías virales de la proteína de la que deriva el epítopo. 
‐ Número de regiones TM de la proteína de la que derivan los epítopos. 
‐ Número  de  aa  del  epítopo  localizados  en  regiones  TM  de  la  proteína  de 
origen. 
‐ Tamaño del epítopo 
‐ Hidrofobicidad del epítopo 
 
 
5.6. ESTUDIO DE  LA  RESPUESTA  INMUNE  Y DEL  CONTROL DE  LA  INFECCIÓN  POR 
VACV TRAS LA VACUNACIÓN EN EL MODELO MURINO DEFICIENTE EN TAP. 
 
5.6.1. La inmunización con dos péptidos que se presentan de forma independiente de 
TAP  aumentó  la  respuesta  específica  de  linfocitos  T CD8+  frente  a  una  infección 
posterior con VACV de ratones C57BL/6 o deficientes en TAP. 
 
Los mecanismos exactos por los cuales la vacuna de la viruela funcionó no se han 
aclarado aún. Sin embargo, los linfocitos T CD8+ de memoria pueden tener un papel en 
la protección frente a  la  infección por VACV (Xu y col. 2004). Queríamos estudiar si  los 
epítopos  que  accedían  a  vías  independientes  de  TAP  y  activaban  linfocitos  T CD8+ 
inducían una respuesta protectora independiente de TAP frente a la infección por VACV. 
La  infección  por  VACV  inducía  una  respuesta  específica  de  linfocitos  T CD8+  frente  a 
varios  epítopos  virales  en  ratones deficientes  en  TAP  (Figura  20). De  los  12  epítopos 
descritos  en  esta  tesis  elegimos  2  epítopos  representativos  para  los  ensayos  de 
Figura 35. Análisis de  correlación entre  la 
hidrofobicidad  y  la  inmunodominancia en 
ratones deficientes en TAP.  
Análisis  de  correlación  entre  el  porcentaje  de 
linfocitos T CD8+ que producen IFNγ cuando son 
activados  por  cada  uno  de  los  epítopos 
independientes  de  TAP  y  su  correspondiente 
valor  de  hidrofobicidad.  El  círculo  señala  los 
epítopos  presentados  por  Kb  que  tienen  F  en 
posición 5.  
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vacunación: A8R189, derivado de un factor de transcripción temprano citosólico y A38L, 
derivado de parte de la zona TM de una glicoproteína de membrana que se expresa de 
forma  intermedia. Respecto a  la  inmunodominancia en  los ratones deficientes en TAP, 
estos epítopos se  localizan en una posición  intermedia (Figura 21) y tampoco destacan 
por su hidrofobicidad (Tabla 23).  
Ratones  silvestres  o  deficientes  en  TAP  fueron  vacunados  mediante 
procedimientos ya descritos (Badovinac y col. 2005) con BMDC maduradas en presencia 
de  LPS  e  incubadas  con  los  péptidos  A8R189  y  A38L.  Tras  14  días  los  animales  se 
infectaron i.p. con VACV. A los 6 días se sacrificaron y se analizó en el bazo la respuesta 
secundaria, midiendo la producción de IFNγ de los linfocitos T CD8+ específicos frente a 
A8R189  y  A38L.  La  vacunación  previa  con  los  péptidos  indujo  linfocitos  T CD8+ 
específicos para estos epítopos (datos no mostrados), que además se potenciaron tras la 
infección  con  el  virus  (Figura  36).  La  frecuencia  de  linfocitos  T CD8+  específicos  para 
estos  epítopos  aumentó  8‐12  veces  en  los  ratones  deficientes  en  TAP  vacunados 
respecto  a  la  respuesta  primaria  frente  a  VACV  de  los  animales  no  vacunados,  de 
manera similar o superior a lo obtenido en ratones silvestres. 
 
Figura  36.  La  vacunación  con  los 
epítopos  A8R189  y  A38L  induce 
una respuesta de  linfocitos T CD8+ 
de  memoria  frente  a  la  infección 
por VACV.  
Los  ratones  C57BL/6  (blanco)  o 
deficientes  en  TAP  (negro)  se 
inmunizaron  i.p.  con  5  x  105 mBMDC 
incubadas (blanco) o no (negra) con los 
péptidos A8R189  y A38L. Tras 14 días 
se  infectan  con  106  u.p.f  de  WR.  Se 
determinó  la  respuesta  secundaria 
frente a los péptidos en el bazo, 6 días 
tras  la  infección.  Se  representa  el 
porcentaje  de  linfocitos  T  CD8+  que 
producen  IFNγ  frente  a  cada  péptido. 
Datos de 2 ensayos independientes.  
 
Este  resultado  indica  que,  a  pesar  de  que  los  ratones  deficientes  en  el 
transportador tengan quizás menor número de linfocitos T CD8+ y un repertorio distinto, 
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tras  la vacunación generan una respuesta secundaria de  linfocitos T CD8+ de memoria 
comparable a la que se observa en un ratón silvestre. 
 
5.6.2. La  vacunación  con  los péptidos que  se presentan de  forma  independiente de 
TAP controló la infección posterior con VACV en ratones C57BL/6 o deficientes en TAP. 
 
Para  estudiar  si  la  respuesta  inmune  de  linfocitos  T CD8+  inducida  por  la 
vacunación contribuía a una disminución de la carga viral, se analizó el título de virus en 
los ovarios de las hembras silvestres y deficientes en TAP vacunadas y se comparó con el 
de  los controles no vacunados. A día 6,  las hembras deficientes en TAP no vacunadas 
tenían una carga viral en el ovario alrededor de 107 u.f.p. mientras que en  las hembras 
vacunadas  el  título  viral  se  reducía  aproximadamente unas  30  veces.  En  las hembras 
silvestres no  vacunadas  se observaban unos  resultados  similares  y  la  reducción de  la 
carga viral tras la vacunación era de 24 veces (Figura 37).  
 
Figura 37. Reducción de la carga 
viral  en  el  ovario  tras  la 
vacunación  con  los  péptidos 
A8R189 y A38L. 
Se  analizó  el  título  viral  en  los 
ovarios  de  las  hembras  C57BL/6 
(izquierda)  o  deficientes  en  TAP 
(derecha)  sin  vacunar  o  tras  la 
vacunación  con  A8R189  y  A38L  e 
infectadas  como  se  indica  en  la 
Figura 36. 
 
Estos datos demuestran que  la vacunación con  los epítopos que se presentan de 
forma independiente de TAP es suficiente para generar una respuesta protectora frente 
a  la  infección viral en el ratón deficiente en TAP, similar a  la protección que se obtiene 
en  un  ratón  silvestre,  y  confirma  la  relevancia  fisiológica  de  la  presentación 
independiente de TAP.  
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6. DISCUSIÓN 
 
6.1. SISTEMA DE INHIBICIÓN DE TAP MEDIANTE ICP47. 
 
Para  evaluar  la  contribución  de  las  vías  de  presentación  de  antígeno  que  no 
dependen de TAP en la respuesta antiviral, intentamos inhibir TAP con la proteína ICP47 
de HSV‐1 en cultivo celular mediante  la utilización del péptido soluble ICP47 en células 
previamente  permeabilizadas,  siguiendo métodos  descritos  para  ensayos  de  unión  y 
transporte  de  péptidos  a  través  de  TAP  (Lauvau  y  col.  1999;  van  Hall  y  col.  2007). 
Aunque permeabilizamos un alto porcentaje de  las células con saponina, el sistema no 
nos  funcionó,  probablemente  porque  los  ensayos  de  infección  precisan  que  la  célula 
mantenga totalmente su integridad estructural y funcional. 
A  continuación  intentamos  reproducir  protocolos  similares  previamente 
publicados  (Snyder  y  col.  1997),  basados  en  coinfecciones  o  triples  infecciones  con 
distintos rVACV que expresan el antígeno, la molécula de MHC de clase I presentadora, 
e  ICP47,  pero  no  conseguimos  detectar  la  acción  de  ICP47  sobre  la  presentación  de 
antígenos  dependiente  de  TAP.  La  ruta  clásica  desde  el  proteasoma  hacia  TAP 
funcionaba, ya que  la presentación se  inhibió por LC. Una hipótesis que podría explicar 
este  resultado  es  que  no  consiguiésemos  coinfectar  todas  las  células,  de  forma  que 
hubiese células que recibiesen sólo el virus expresando sólo el antígeno y que escapasen 
a la inhibición por ICP47. 
Sólo  cuando  hicimos  ensayos  de  presentación  antigénica  del  epítopo  B8R  del 
propio VACV con células  infectadas con WR o con  rVACV‐ICP47 pudimos ver el efecto 
rotundo de  ICP47 sobre  la presentación dependiente de TAP. Esto demuestra además 
que rVACV‐ICP47 es funcional y mantiene  la capacidad de bloquear TAP,  incluso en un 
sistema de doble infección con un rVACV que exprese la molécula de MHC de clase I Kb. 
El resumen de las ventajas y desventajas de cada combinación de rVACV se muestra en 
la Tabla 17. 
El hecho de que  ICP47 bloquee  la presentación de Ag dependientes de TAP sólo 
cuando  estos  se  expresan  por  el mismo  rVACV  pone  de manifiesto  la  necesidad  de 
generar  rVACV  que  expresen  a  la  vez  ICP47  y  el  antígeno  de  interés,  lo  cual  resta 
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versatilidad al sistema. Sin embargo, en células humanas infectadas en paralelo con los 
virus WR y rVACV‐ICP47 sí se podría estudiar  la presentación  independiente de TAP de 
antígenos propios de VACV, lo cual abre un nuevo campo de investigación. 
 
 
Tabla 17. Sistemas de inhibición de TAP mediante rVACV‐ICP47.  
Se resumen los rVACV y las ventajas y desventajas de cada sistema. 
 
6.2. ANÁLISIS  GLOBAL  DE  LA  PRESENTACIÓN  DE  ANTÍGENOS  DE  VACV  POR  VÍAS 
ALTERNATIVAS.  
 
Hasta ahora ningún estudio había evaluado  la contribución global de  las vías de 
presentación de antígeno  independientes de TAP en  la  respuesta  inmune  frente a un 
virus, objetivo de esta tesis. Así, elegimos a VACV, un poxvirus del cual se han descrito 
recientemente 49 epítopos que activan a  linfocitos T CD8+  in vivo en  la cepa de  ratón 
C57BL/6  (Tscharke  y  col.  2005;  Moutaftsi  y  col.  2006),  de  la  que  deriva  el  ratón 
deficiente en TAP. 
 Nosotros  hemos  demostrado  que  tras  la  infección  con  la  cepa  silvestre WR  de 
VACV, los ratones deficientes en TAP generan linfocitos T CD8+ que reconocen antígenos 
propios de VACV. El reconocimiento con  la misma eficiencia de BMDC deficientes o no 
en TAP e infectadas con el virus podría sugerir que los mismos epítopos independientes 
de TAP son procesados con una eficiencia comparable en presencia o ausencia de TAP. 
Los  linfocitos  T  CD8+  de  ratones  C57BL/6  infectados  con  VACV  también  reconocen 
antígenos  de  VACV  de  forma  independiente  de  TAP,  aunque  con  marcada  menor 
eficiencia que cuando se utilizan células con TAP.  
Aunque  la vía clásica que requiere de TAP es  la vía de presentación de antígeno 
que genera mayor número de linfocitos T CD8+ en ratones que poseen TAP, parece que 
rVACV  Sistema  Ventajas   Desventajas  
ICP47   Ag  MHC I   No 
inhibe   Gran versatilidad    
ICP47  Ag     No 
inhibe  
Versatilidad 
media   Necesidad transfección estable con MHC I. 
ICP47 + Ag   Inhibe     Necesidad transfección estable con MHC I.    ICP47 y Ag en el mismo virus recombinante.
ICP47 + Ag     MHC I   Inhibe  Permite  estudiar 
varios haplotipos  ICP47 y Ag en el mismo virus recombinante.
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las  vías  independientes  de  TAP  contribuyen  de  forma  significativa  a  la  activación  de 
linfocitos T CD8+ frente a VACV  in vivo, pues una octava parte (13%) de  los  linfocitos T 
CD8+  del  bazo  de  un  ratón  C57BL/6  infectado  con  VACV  se  activan  ex  vivo  frente  a 
antígenos cuya presentación no requiere de TAP. 
De  la misma manera analizamos ex  vivo  la  contribución del proteasoma  y de  la 
proteasa  citosólica  TPPII  al  procesamiento  global  de  antígenos  de  VACV  en  ratones 
silvestres. Nuestros datos  indican que el proteasoma participa de forma  importante en 
el procesamiento de antígenos de VACV, pero también son compatibles con una cierta 
presentación resistente al  inhibidor usado, LC. No se pudo  llegar a datos cuantitativos 
porque  la  LC no bloquea  totalmente  la actividad del proteasoma  (Garcia‐Medel y  col. 
2011),  y  porque  los  inhibidores  del  proteasoma  bloquean  la  síntesis  de  proteínas  de 
expresión  post‐replicativa,  es  decir  intermedias  y  tardías  (Satheshkumar  y  col.  2009; 
Teale  y  col.  2009).  Sería muy  interesante  estudiar  la  contribución  del  proteasoma  al 
procesamiento  antigénico  en  ratones  deficientes  en  TAP  e  infectados,  pero  por  el 
momento no es posible  técnicamente purificar adecuadamente  sus pocos  linfocitos T 
CD8+. Por otra parte,  la presencia o ausencia de TPPII en  las BMDC  infectadas no tiene 
ningún efecto global sobre la presentación de los antígenos de VACV a linfocitos T CD8+, 
dato que apoya que el proteasoma sea la principal proteasa citosólica que procesaría los 
epítopos de VACV. 
 
6.3. IDENTIFICACIÓN  Y  CARACTERIZACIÓN  DE  LOS  EPÍTOPOS  DE  VACV  QUE  SE 
PRESENTAN POR VÍAS ALTERNATIVAS A LINFOCITOS T CD8+.  
 
6.3.1. Identificación y caracterización del procesamiento antigénico alternativo de  los 
epítopos de VACV.  
 
6.3.1.1. Epítopos presentados por la vía clásica dependiente del proteasoma y de TAP. 
 
Cuando  analizamos  la  contribución  individual de 30 epítopos descritos de VACV 
(Moutaftsi y col. 2006) a  la respuesta de  linfocitos T CD8+ frente a VACV, encontramos 
respuesta  ex  vivo  de  los  ratones  silvestres  infectados  frente  a  todos  ellos.  Nuestra 
jerarquía de inmunodominancia es algo distinta de la descrita por Moutaftsi y col. en el 
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bazo,  aunque  B8R  se mantiene  como  el  epítopo  inmunodominante  en  la  respuesta 
frente  a  VACV  en  el  contexto  H‐2b.  Se  han  descrito  diferencias  en  la  jerarquía  de 
inmunodominancia  de  los  epítopos  presentados  por  H‐2d  tras  distintas  rutas  de 
inmunización  en  ratones  BALB/c  (Oseroff  y  col.  2008).  En  nuestro  caso  utilizamos  la 
misma vía de  inmunización, por  lo que nuestras diferencias pueden deberse a razones 
como  la diferente  calidad de  los péptidos  sintéticos,  los distintos  tejidos analizados u 
otras. 
A  partir  de  ratones  silvestres,  conseguimos  generar  in  vitro  líneas  de  CTL 
específicas  frente  a  27  péptidos  sintéticos  de  VACV,  que  reconocían  células  TAP+ 
infectadas.  Se  probaron  distintos  agentes  de  inmunización  previamente  descritos 
(Badovinac y col. 2005) o distintos órganos de origen (Becker y col. 2005) para generar 
algunas  líneas  de  CTL  concretas  pero  estas  son menos  estables  en  cultivo  o menos 
reproducibles  que  las  anteriores.  Por  las  dificultades  técnicas  encontradas  con  los 
antígenos más  débiles  de  los  estudiados,  no  parece  técnicamente  factible  el  análisis 
detallado de los 19 epítopos descritos restantes. 
Se ha descrito que un mimotopo es un péptido sintético que es capaz de estimular 
in vitro a una  línea de CTL activada por otro péptido  in vivo  (Belz y col. 2001; Yewdell 
2005;  Yuen  y  col.  2010).  Estos  mimotopos  suelen  ser  péptidos  que  presentan  una 
secuencia o conformación similar pero no idéntica a la del epítopo original. Nuestros 27 
péptidos de VACV testados activan ex vivo e in vitro a CTL y además las líneas de CTL son 
activadas  por BMDC  TAP+  infectadas  por VACV,  lo  que  hace muy  improbable  que  en 
algún caso se trate de mimotopos.  
El papel del proteasoma  se pudo analizar  tan  sólo en  los epítopos de expresión 
temprana. Nueve de  los doce epítopos  tempranos  y dependientes de  TAP  analizados 
siguen una vía clásica de presentación de antígeno dependiente del proteasoma. Siete 
de ellos derivan de proteínas citosólicas. B8R y B6R, que derivan de proteínas dirigidas al 
RE,  podrían  acceder  al  proteasoma  bien  durante  su  síntesis  en  forma  de  DRiPs 
citosólicos, o bien siguiendo  la vía de degradación de proteínas del RE, o ERAD, tras su 
retrotranslocación post‐traduccional al citosol. 
  En  la  Figura  38  se  muestra  un  esquema  de  todos  los  epítopos  analizados, 
clasificados según su vía de procesamiento. 
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6.3.1.2. Epítopos  cuya  presentación  es  dependiente  de  TAP  pero  resistente  a 
inhibidores del proteasoma. 
 
Una fracción de los linfocitos T CD8+ se activan por vías resistentes al tratamiento 
con LC en BMDC silvestres. Identificamos 3 epítopos tempranos derivados de proteínas 
citosólicas y dependientes de TAP (A51R, B2R y D1R578) que son resistentes a LC y que 
podrían explicar el anterior resultado. El procesamiento de estos epítopos requerirá por 
tanto de otras proteasas distintas del proteasoma, quizás de  las descritas (Tabla 1). Su 
contribución se podría estudiar empleando BMDC de animales deficientes en algunas de 
ellas (Towne y col. 2005; Towne y col. 2007; Towne y col. 2008; Huai y col. 2008), como 
hemos hecho cuando hemos descartado la implicación de la TPPII en su procesamiento, 
o bien inhibidores químicos o siRNA específicos. 
Por otra parte, el epítopo B2R podría ser destruido por  la acción del proteasoma 
ya  que  se  presenta mejor  a  CTL  en  presencia  de  LC,  comportándose  así  como  otros 
epítopos de MHC de clase I descritos con anterioridad tanto en humanos como en ratón 
derivados de proteínas por ejemplo del virus de  la gripe  (Vinitsky y  col. 1997; Yellen‐
Shaw y col. 1997; Luckey y col. 1998) o de HIV  (Anton y col. 1998; Sewell y col. 1999; 
Seifert y col. 2003) y también de proteínas tumorales (Valmori y col. 1999).  
 
6.3.1.3. Epítopos presentados independientemente de TAP 
 
Es  llamativo que  los  linfocitos T CD8+ de ratones  infectados y deficientes en TAP 
sean  capaces  de  reactivarse  por  12  epítopos  distintos  de  los  30  ensayados.  Así,  la 
respuesta global independiente de TAP de linfocitos T CD8+ frente a VACV no se debe a 
la  presentación  de  un  único  epítopo,  sino  al  reconocimiento  de  varios  epítopos 
subdominantes o de menor fortaleza que el epítopo B8R. 
Es más, el hecho de que el conjunto de  los 30 epítopos seleccionados de cuenta 
sólo  del  90%  de  la  respuesta  frente  a  VACV  sugiere  que  no  necesariamente  hemos 
identificado la totalidad de los epítopos independientes de TAP.  
La  jerarquía  de  inmunodominancia  en  los  ratones  deficientes  en  TAP  es 
claramente  diferente  que  la  que  aparece  en  ratones  C57BL/6,  siendo  el  epítopo  J3R 
inmunodominante  en  estos  ratones  deficientes.  Incluso,  este  epítopo  J3R  activa  con 
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mayor  eficiencia  a  los  linfocitos  T  CD8+  de  los  ratones  deficientes  en  TAP  que  a  los 
silvestres. Sin embargo, esto no  se explicaría por  la  falta de presentación del epítopo 
inmunodominante B8R en ausencia de TAP, ya que  se ha descrito que  la deleción de 
este epítopo en MVA‐ΔB8R no es compensada por una respuesta mayor de linfocitos T 
específicos frente a otros epítopos subdominantes (Kastenmuller y col. 2007; Gasteiger 
y col. 2007), hecho que hemos confirmado con WR‐ΔB8R (datos no mostrados).  
La inmunodominancia juega un papel importante en la capacidad para montar una 
respuesta  inmune específica. Hay diferentes  factores que  interaccionan entre sí y que 
contribuyen  a  la  inmunodominancia.  Entre  ellos  se  encuentran  factores  relacionados 
con la cantidad de antígeno como por ejemplo el sitio de infección, la abundancia de la 
proteína  viral  o  la  cinética  de  expresión  de  las  proteínas  virales.  Son  factores  clave 
también la eficacia de procesamiento del antígeno, la afinidad del péptido por MHC de 
clase  I  y  la  cantidad  y  estabilidad  de  los  complejos MHC/péptido.  Entre  los  factores 
relacionados con las células T es importante el repertorio de linfocitos T o la frecuencia 
de precursores naïve CD8+ con el TCR apropiado para  reconocer un péptido  (Akram y 
Inman 2012). Sin embargo, un análisis somero de  los ratones deficientes en TAP revela 
un repertorio de linfocitos T CD8+ funcionales similar al de ratones C57BL/6 (Sandberg y 
col.  1996),  por  lo  que  este  factor  quizás  no  contribuiría  al  cambio  en  la 
inmunodominancia. En ausencia de TAP  la eficacia de procesamiento del antígeno por 
vías alternativas puede ser menor (Sigal y Rock 2000), lo cual unido a la menor cantidad 
de  moléculas  de  MHC  de  clase  I  disponibles  podría  favorecer  a  distintos  epítopos, 
comparando  con  los  ratones  silvestres.  También  podría  ocurrir  que  se  afectase 
diferencialmente  la  estabilidad  de  los  complejos  al  unir  péptidos  con  mayor 
hidrofobicidad que en C57BL/6, o con distinta afinidad, como lo sugiere la ligera ventaja 
de  los  epítopos  con  fenilalanina  en  posición  5  de  anclaje  a  Kb.  Por  último,  la  posible 
distorsión de la vía secretoria en las células infectadas (ver discusión en apartado 6.3.3) 
podría  favorecer  la  formación de complejos en distintos compartimentos, alterándose 
las posibilidades de unos epítopos frente a otros. 
Ocho de  las  líneas de CTL obtenidas de ratones silvestres (J3R, L2R53, F5L, A38L, 
A8R189, A19L, A6L y F13L) fueron activadas tanto por BMDC TAP+ como TAP‐ infectadas 
por el virus  indicando que estos epítopos pueden procesarse y unirse a MHC de clase I 
en  ausencia  de  TAP.  No  obstante,  la  vía mayoritaria  de  presentación  de  6  de  estos 
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epítopos es  la vía dependiente de TAP. En esta  línea, nuestro grupo ya había descrito 
previamente  que  la  ruta  secretoria  independiente  de  TAP  mediada  por  furina  era 
minoritaria,  aunque  generaba  aproximadamente  un  tercio  de  los  complejos 
MHC/péptido que aparecen en la superficie de células TAP+ (Medina y col. 2009). Se ha 
descrito  que  un  mismo  epítopo  puede  presentar  varias  vías  de  procesamiento 
(Johnstone  y  col.  2008),  lo  que  hemos  observado  en  la mayor  parte  de  los  epítopos 
independientes de TAP. 
La  excepción  la  constituyen  los  epítopos  F5L  y  F13L,  que  se  presentan  con  la 
misma  eficiencia  en  ambas  células  infectadas,  sugiriendo  que  estos  epítopos  pueden 
tener una sola vía de presentación de antígeno, la independiente de TAP, como también 
se ha descrito previamente para otro antígeno viral (Johnstone y col. 2008).  
 Para 3 de  los epítopos  independientes de TAP (G8R, A25L, A23R),  la cantidad de 
epítopo  procesado  en  la  BMDC  TAP‐  infectada  parece  estar  por  debajo  del  límite  de 
sensibilidad  de  los  CTLs,  y  técnicamente  no  ha  sido  posible  la  generación  de  CTL 
monoespecíficas a partir de los ratones deficientes en TAP, de forma que la evidencia de 
su presentación independiente de TAP se basa sólo en los ensayos ex vivo. Estos ensayos 
revelan muy  claramente  la  respuesta  independiente de TAP al epítopo G8R, mientras 
que  la  respuesta  a  los  otros  2  es  menos  intensa.  En  cambio,  podemos  concluir 
firmemente que los otros 9 epítopos (J3R, L2R53, F5L, A38L, A8R189, A19L, A6L, F13L y 
E8R)  se  presentan  independientemente  de  TAP  a  linfocitos  T  CD8+,  ya  que  para  la 
mayoría incluso se generan líneas de CTL de animales deficientes en TAP que reconocen 
a BMDC infectadas deficientes en TAP. 
Resultados no mostrados indican que las APC TAP‐ del bazo de animales infectados 
podrían mediar  procesos  de  presentación  cruzada  o  de  infección  secundaria,  que  no 
pudimos diferenciar, del tipo de los que nos llevaron a purificar los linfocitos T CD8+ para 
poder  cuantificar  correctamente  la  contribución de  la presentación  independiente de 
TAP  en  los  animales  silvestres  (Figura  13).  Nuestro  diseño  experimental  ha  estado 
dirigido al estudio de  la presentación directa por  las BMDC  infectadas, ya que hemos 
infectado >99% de las células y hemos realizado todos los ensayos de presentación tras 
tan  sólo 5‐6 h de  infección. Es por  tanto  improbable, aunque no  se puede excluir del 
todo, que haya presentación cruzada de algún epítopo, es decir, que células  infectadas 
fagocitasen  a  otras  células  infectadas  y  fuesen  todavía  funcionales  para  presentar 
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antígenos de forma cruzada y activar a linfocitos T CD8+. En cualquier caso, si este fuese 
el  caso para  los epítopos  independientes de TAP,  se  trataría de presentación  cruzada 
independiente de TAP, de  la que sólo se han descrito algunos casos (Shen y col. 2004; 
Merzougui y col. 2011).  
 
6.3.1.4. Epítopos  cuya  presentación  es  independiente  de  TAP  pero  mediada  por  el 
proteasoma.  
 
De  los  12  epítopos  independientes  de  TAP,  5  son  tempranos,  por  lo  que  se 
pudieron estudiar empleando LC. El procesamiento de todos ellos está mediado por el 
proteasoma.  De  ellos,  3  derivan  de  proteínas  citosólicas:  J3R,  A8R189  y  A23R.  La 
presentación de A8R189 depende del proteasoma tanto en células TAP+ como TAP‐. Para 
J3R,  solo  tenemos  constancia  en  células  TAP‐.  Para  el  epítopo  A23R  sólo  lo  hemos 
podido demostrar por razones técnicas en células TAP+, por lo que la evidencia de esta 
vía independiente de TAP pero mediada por el proteasoma es menos potente. 
Los  otros  2  epítopos  tempranos,  independientes  de  TAP  y  dependientes  del 
proteasoma, L2R53 y F5L, derivan de proteínas de TM. Su procesamiento desde DRiPs o 
por ERAD podría explicar su acceso al procesamiento citosólico por el proteasoma. En 
particular  el  epítopo  F5L  parece  seguir  una  única  vía  independiente  de  TAP  y 
dependiente  del  proteasoma.  Tras  su  procesamiento  por  el  proteasoma,  estos  5 
epítopos podrían  acceder de nuevo  a  compartimentos  vesiculares por un mecanismo 
alternativo a TAP. 
El  estudio  de  la  implicación  del  proteasoma  en  el  procesamiento  de  epítopos 
individuales independientes de TAP (Tabla 2) prácticamente sólo se ha acometido en la 
bibliografía cuando estos epítopos derivan de proteínas de membrana, probablemente 
porque se  tendía a pensar que estos epítopos seguían vías  totalmente alternativas, es 
decir,  simultáneamente  independientes  tanto  de  TAP  como  del  proteasoma.  El 
proteasoma participa en  el procesamiento de  sólo  2 de ellos,  ambos derivados de  la 
región TM de la proteína de membrana LMP2 de EBV (de la Salle y col. 1997; Lautscham 
y col. 2001; Lautscham y col. 2003b). El 88% restante de los epítopos publicados (Tabla 
2)  se  procesa  por  otras  proteasas  desconocidas,  o  bien  por  proteasas  del  RE  o 
vesiculares,  como  por  ejemplo,  la  peptidasa  señal,  la  peptidasa  del  péptido  señal,  la 
    
Discusión 104
furina o catepsinas. Por ello, se tiende a pensar que los epítopos independientes de TAP 
en general no requieren del proteasoma para generarse, suponiendo que el acceso de 
las proteínas de membrana al RE  les permite el acceso a otras proteasas. Sin embargo, 
en marcado contraste, todos los epítopos independientes de TAP derivados de proteínas 
de VACV que hemos podido analizar en este trabajo, y que incluyen a 3 citosólicas y a 2 
de membrana, dependen del proteasoma (Tabla 18).  
 
 
Epítopos 
Proteasoma  Número % 
Dependiente  5  100 
Resistente a inhibidores  0  0 
Desconocido  7 
Suma  12 
Tabla 18. Participación del proteasoma 
en  el  procesamiento  de  epítopos 
independientes de TAP de VACV. 
Se  muestra  el  número  de  epítopos 
endógenos  e  independientes  de  TAP 
analizados en este trabajo que requieren del 
procesamiento por el proteasoma o que son 
resistentes  a  inhibidores  del  mismo.  Se 
muestra  el  porcentaje  relativo  respecto  de 
los  que  se  conoce  la  participación  del 
proteasoma.  Para  comparar  con  los 
resultados  previamente  publicados,  véase 
Tabla 2. 
 
En  conclusión,  sugerimos  que  en  las  descripciones  individuales  de  epítopos 
independientes de TAP de la bibliografía existe un sesgo hacía proteínas dirigidas a la vía 
secretoria,  con una preponderancia de  vías  resistentes  a  inhibidores del proteasoma. 
Por  el  contrario,  cuando  hemos  analizado  globalmente  las  vías  naturales  de 
procesamiento antigénico de epítopos  independientes de TAP, el proteasoma adquiere 
un papel más destacado.  
Todos  los  resultados  obtenidos  sobre  la  dependencia  o  no  de  TAP  y  del 
proteasoma  demuestran  que  existe  una  alta  prevalencia  de  rutas  alternativas  en  la 
presentación de antígenos de VACV, que llevan a la generación de al menos la mitad de 
los epítopos estudiados (Figura 38). Los datos parciales empleando otros inhibidores de 
proteasas auxiliares, como las metalo‐aminopeptidasas, confirman esta gran diversidad 
de rutas de procesamiento de antígenos virales.  
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Figura 38. Prevalencia de rutas alternativas en la presentación de antígenos de VACV.  
Se muestra el número de epítopos de VACV respecto a su dependencia de TAP (círculo interno) 
o del proteasoma  (círculo externo). En gris claro se  indican  los epítopos cuya dependencia del 
proteasoma  no  se  ha  analizado.  El  rectángulo  engloba  todos  los  epítopos  que  siguen  vías 
alternativas.  
 
6.3.2. Análisis  de  las  características  de  los  epítopos  de  VACV  que  siguen  vías 
alternativas de procesamiento y presentación antigénica.  
 
Las  características  y  vías  de  procesamiento  de  los  ligandos  de MHC  de  clase  I 
descritos  en  la  bibliografía  han  sido  previamente  revisadas  por  nuestro  grupo 
(Johnstone y Del Val 2007; Del Val y col. 2011) y se resumen en la Tabla 4. Se basan en 
gran número de estudios de presentación de antígeno a CTL y en  los últimos años en 
estudios de espectrometría de masas a gran escala de  células no  infectadas, que han 
permitido obtener una gran colección de epítopos independientes de TAP sobre los que 
analizar características que puedan explicar su procesamiento alternativo. 
3
7
6
Vía clásica Vías alternativas 
Resistentes a inhibición   
del proteasoma
iTAP
dTAP
A51R
B2R
D1R578
E8R
F13L
G8R
A25L
A19L
A38L
A6L
L2R61
D1R282
B16R
A3L
A42R
E7R
A47L
A8R70
B1R
B6R
B8R  
C4L
F1L
J6R
K3L
9
5
Dependientes  de proteasoma
J3R
A8R189
A23R
L2R53
F5L
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Un  gran  número  de  epítopos  independientes  de  TAP,  incluyendo  los  primeros 
descritos (Wei y Cresswell 1992; Henderson y col. 1992), son presentados por HLA‐A2, 
un alotipo que preferiblemente selecciona péptidos hidrofóbicos. Por ello,  los  ligandos 
de HLA‐A2  frecuentemente derivan de  la  secuencia  señal de proteínas de membrana. 
Sin embargo, esta preferencia tan marcada no se extiende a otros alotipos (Del Val y col. 
2011). Nuestro trabajo no contribuye a este punto, ya que ninguno de  los 49 epítopos 
descritos previamente en VACV (Moutaftsi y col. 2006) deriva de secuencias señal.  
En  general  los  epítopos  independientes  de  TAP  descritos  en  la  bibliografía  se 
adaptan menos a los motivos de unión a MHC de clase I y tienen una afinidad de unión 
baja  ya  que  algunos  son  ligeramente  más  largos.  Nuestro  trabajo  no  aporta  datos 
nuevos  sobre  este  tema,  ya  que  los  epítopos  de  VACV  se  han  predicho  utilizando 
algoritmos  basados  en  los  motivos  de  unión  y  en  la  afinidad  a  MHC.  Además  son 
epítopos  de  8,  9  y  10  aa,  por  lo  que  no  hemos  analizado  péptidos  extendidos.  Sin 
embargo,  sí  se  observó  cierto  uso  diferencial  del  residuo  del  extremo  carboxilo  del 
péptido de anclaje a Kb entre los epítopos dependientes y los independientes de TAP ( 
Tabla  15),  así  como  cierta  tendencia  a  mayor  inmunodominancia  entre  los 
epítopos independientes de TAP según el residuo en la posición 5 de anclaje a Kb (Figura 
35).  Estas  observaciones  podrían  sugerir  que  los  péptidos  independientes  de  TAP 
accedan quizás a una población distinta de moléculas de MHC de clase  I, bien por  su 
localización  celular  distinta  del  RE  o  bien  por  el  conjunto  de  péptidos  al  que  están 
expuestas. 
Los epítopos independientes de TAP que derivan de proteínas citosólicas, así como 
aquellos que aún  siendo  independientes de TAP  requieren del proteasoma  citosólico, 
requieren de un mecanismo para acceder a  los compartimentos vesiculares y unirse a 
las  moléculas  de  MHC  de  clase  I.  Se  ha  descrito  una  buena  correlación  entre  la 
hidrofobicidad  de  los  epítopos  y  la  independencia  de  TAP  (Lautscham  y  col.  2001; 
Lautscham  y  col.  2003a),  sugiriendo  que  los  péptidos  pueden  tener  la  habilidad  de 
atravesar  las membranas  por  difusión  pasiva,  a  pesar  de  que  se  requieren  grandes 
cantidades de péptido para que difunda al RE (Ratnikov y col. 2002). Nosotros también 
hemos  observado  que  los  epítopos  independientes  de  TAP  de  VACV,  incluso  los 
derivados de proteínas citosólicas, son más hidrofóbicos que  los dependientes de TAP. 
Lautscham y col. ya demostraron que la independencia de TAP de un epítopo TM de EBV 
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con alta hidrofobicidad se mantenía cuando se cambiaba su localización a una proteína 
nuclear. Así la hidrofobicidad y no la localización celular explicaría quizás por qué estos 
péptidos tienen un procesamiento alternativo.  
Otros mecanismos posibles que podrían explicar su  transporte alternativo a TAP 
serían  Sec61,  si  funcionase  en  dirección  anterógrada,  además  de  la  descrita  en 
retrotranslocación  de  péptidos  al  citosol  (Koopmann  y  col.  2000),  u  otros 
transportadores  no  definidos.  La  autofagia  se  ha  propuesto  recientemente  como  un 
potencial  mecanismo  para  que  péptidos  citosólicos  accedan  a  compartimentos 
vesiculares  donde  hay moléculas  de MHC  de  clase  I  recicladas  desde  la membrana 
(Crotzer y Blum 2009; English y col. 2009; Münz 2010; Chemali y col. 2011). 
 
6.3.3. Análisis de  las características de  las proteínas de VACV de  las que derivan  los 
epítopos. 
 
Con el  fin de encontrar alguna propiedad que pudiese explicar el procesamiento 
alternativo  de  los  epítopos  de  VACV  hemos  analizado  varias  características  de  las 
proteínas de origen, como por ejemplo:  la expresión temporal, su papel en el ciclo de 
replicación  viral,  su  localización  subcelular  y  su  localización  durante  la morfogénesis 
viral.  El  subconjunto  de  epítopos  analizados  es  una  muestra  representativa  de  los 
epítopos de VACV totales descritos en el contexto de H‐2b y de las proteínas totales de 
VACV. Sin embargo, sí hemos detectado diferencias entre los epítopos que se procesan 
de forma dependiente o independiente de TAP. Mientras que los epítopos dependientes 
de  TAP derivan en  su mayoría de proteínas  citosólicas, de expresión  temprana  y  con 
funciones de regulación viral e interacción con el huésped, existe una clara tendencia a 
que  los  epítopos  independientes  de  TAP  deriven  de  proteínas  de  membrana,  de 
expresión post‐replicativa,  localizadas en  factorías  virales  y  asociadas  al  virión  (Figura 
28). 
Esta observación podría indicar que la reorganización de membranas derivadas del 
RE que  tiene  lugar en  la  formación de  las  factorías virales y en  la morfogénesis de  los 
viriones progenie en la fase post‐replicativa de la infección (Husain y col. 2006; Husain y 
col. 2007) podría favorecer el procesamiento independiente de TAP de las proteínas y/o 
el acceso de los epítopos a moléculas de MHC de clase I en localizaciones no canónicas. 
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También es posible que una posible baja eficacia del procesamiento  independiente de 
TAP  (Sigal y Rock 2000) se beneficie del generalmente elevado nivel de síntesis de  las 
proteínas que se expresan en la fase posterior a la replicación del DNA viral. 
Se ha publicado que proteínas modelo que se expresen de forma tardía por VACV 
no  serían  presentados  de  forma  directa  en  DC  infectadas,  al  ser  muy  limitada  su 
expresión  (Tewalt  y  col.  2009).  Sin  embargo,  otros  autores  detectan  expresión  viral 
tardía tanto en DC maduras (Yates y Alexander‐Miller 2007) como en la línea dendrítica 
DC2.4 (Moutaftsi y col. 2009). Además, se ha detectado tanto expresión proteica como 
presentación  antigénica  intermedia  en  células  DC2.4  (D.  Tscharke,  comunicación 
personal).  Los  únicos  3  epítopos  tardíos  descritos  se  encuentran  entre  los  menos 
inmunodominantes  de  los  49  descritos  (Moutaftsi  y  col.  2006).  Sólo  por  ello,  no  se 
encuentran entre  los seleccionados para nuestro estudio, que sólo  incluye a proteínas 
de expresión temprana e  intermedia, todas  las cuales se presentan por MHC de clase I 
en DC infectadas, de acuerdo con el segundo grupo de autores. 
También  se ha  sugerido  con  antígenos modelo por el mismo  grupo de Norbury 
que  los epítopos derivados de proteínas  tardías “secuestradas” en  factorías virales no 
podrían  siquiera  acceder  a  rutas  de  presentación  cruzada  por  DC.  Si  accederían,  en 
cambio,  los  derivados  de  proteínas  de  membrana  o  que  forman  parte  de  viriones 
maduros que salen de  las factorías (Tewalt y col. 2009). Nosotros hemos estudiado 11 
epítopos que derivan de proteínas de transcripción intermedia, que como las tardías se 
expresan tras la replicación del DNA viral. De ellas, todas escaparían de este secuestro, 
salvo quizás la proteína A19, con un epítopo independiente de TAP, proteína para la que 
los datos son insuficientes en la literatura. La potencial discrepancia con la propuesta de 
Norbury  podría  explicarse  por  una  potencial  diferencia  entre  proteínas  intermedias  y 
tardías en cuanto a presentación antigénica, pero es poco probable, ya que la diferencia 
entre ellas no es tanto temporal ni de localización subcelular, sino más bien debida a los 
factores de transcripción  implicados en  la expresión de  los respectivos genes. Quizá se 
explique mejor porque su hipótesis se ha generalizado a partir de datos obtenidos con 
una  proteína  modelo  (Tewalt  y  col.  2009).  Sería  interesante  en  cualquier  caso 
determinar  si  in  vivo  hay  contribución  de  células  infectadas  que  no  sean  APC 
profesionales (Thomas y col. 2007) a la inducción de linfocitos T CD8+ frente a los pocos 
epítopos derivados de proteínas secuestradas en factorías virales.  
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En  la  fase post‐replicativa de  la  infección por VACV, se  inicia  la  formación de  las 
factorías vírales reclutando gran cantidad de membranas, parte de  las cuales proceden 
del RE. En estas factorías tiene  lugar  la síntesis de  la práctica totalidad de  las proteínas 
de  la célula, que ya son casi exclusivamente proteínas virales. Las proteínas virales de 
membrana  sintetizadas  en  esta  fase  no  se  glicosilan  y  van  directamente  del  RE  a  las 
factorías. De hecho, las pocas proteínas glicosiladas de VACV, que migran del RE al TGN 
o  a  la membrana plasmática,  son de  expresión  temprana.  En  estas  condiciones post‐
replicativas,  sería  de  esperar  que  el  complejo  de  carga  de MHC  de  clase  I  se  nutra 
principalmente de péptidos derivados de proteínas virales, aunque dadas las potenciales 
baja síntesis de novo de MHC de clase I y desconexión con la vía secretoria constitutiva 
es posible que  la presentación de antígeno convencional no sea plenamente funcional. 
Sería  interesante determinar si  los antígenos presentados en esta  fase, especialmente 
pero  no  sólo  los  independientes  de  TAP,  acceden  a  compartimentos  subcelulares 
diferentes donde unirse a moléculas de MHC de clase I quizá de reciclaje, o si acceden a 
rutas alternativas como la presentación cruzada o la autofagia (Tewalt y col. 2009; Tey y 
Khanna 2012). 
Nueve de  las proteínas de VACV se han denominado  inmunoprevalentes, por dar 
lugar a varios epítopos presentados por diversos alotipos de MHC de clase  I (Oseroff y 
col. 2008). De ellas hemos  analizado 5, que  contienen 6 epítopos,  y  sólo 1  (A25L) es 
independiente  de  TAP  en  el  contexto  de H‐2b.  Es  frecuente  que  una misma  proteína 
contenga varios epítopos y que unos requieran de TAP mientras que otros se presentan 
de  forma  independiente  de  TAP  (Hammond  y  col.  1993;  Hammond  y  col.  1995; 
Lautscham y col. 2001), como ocurre con nuestras proteínas L2 y A8.  
Existe  un  buen  número  de  estudios  en  los  que  se  analiza  individualmente  la 
presentación a CTL específicos de epítopos derivados de proteínas virales o  tumorales 
que se presentan de forma  independiente de TAP. La mayoría (72%) de estos epítopos 
endógenos e independientes de TAP de los que se conoce su localización en la proteína 
derivan  del  procesamiento  de  proteínas  de membrana  (Tabla  19).  Aunque  hay  una 
proporción semejante de proteínas diseñadas de localización citosólica o de membrana, 
entre  estas  últimas  todas  las  diseñadas  están  dirigidas  intencionadamente  al  RE 
mediante la adición de una secuencia señal que no contiene al epítopo, de forma que la 
mayoría de los epítopos son luminales. Si no tenemos en cuenta este sesgo, los epítopos 
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derivados  de  estas  proteínas  de membrana  están  localizados más  o menos  con  igual 
frecuencia  en  regiones  luminales,  en  la  secuencia  señal  (la mayoría  presentados  por 
HLA‐A2), y en regiones TM (todos ellos de una sola proteína viral, la LMP2 de EBV).  
 
Individuales  Localización del epítopo 
Proteína  %  Número  % 
Citoplasmática  28%  Citosol  10  28%  4 diseñadas 
Membrana  72% 
Lumen  15  42%  8 diseñadas 
Secuencia señal  5  14%  3 de HLA‐A2 
TM  6  17%  6 de LMP2 de EBV 
Suma  36  100% 
 
Tabla  19.  Análisis  publicados  de  epítopos  individuales  independientes  de  TAP: 
localización de los epítopos en la proteína de origen.  
Se muestra el número y porcentaje de epítopos endógenos e  independientes de TAP descritos 
en  la  literatura, clasificados según su  localización en  la proteína de origen. En 3 casos, de trata 
de construcciones no naturales con epítopos luminales y dotadas de una secuencia señal que las 
dirige al RE. Basada en las mismas referencias que la Tabla 2. 
 
En  los  estudios  a  gran  escala  de  espectrometría  de  masas  de  ligandos 
independientes de TAP derivados de proteínas de membrana en células no  infectadas 
(Figura 3 y Tabla 20) se detectan un 30% de epítopos derivados de la zona luminal, y un 
65%  de  ligandos  derivados  de  secuencias  señal,  aunque  la  inmensa  mayoría  son 
presentados  por  HLA‐A2,  debido  a  la  amplia  utilización  de  líneas  celulares  con  este 
alotipo, que  acomoda bien una  alanina en  la posición  carboxilo  terminal del péptido, 
residuo  que  la  peptidasa  señal  frecuentemente  genera  en  el  carboxilo  terminal.  Sin 
embargo, curiosamente, tan solo 3  ligandos provienen de regiones TM. Nuestros datos 
tan  sólo  identifican  1  epítopo  luminal,  y  no  aportan  información  sobre  la  secuencia 
señal,  pues  ninguno  de  los  epítopos  descritos  está  localizado  en  esta  región  de  las 
proteínas. Sin embargo, nuestros datos apoyan fuertemente los datos obtenidos con la 
proteína  viral  LMP2  respecto  a  la  localización  en  la  región  TM  de  sus  6  epítopos 
independientes de TAP. Excepto en 1 caso,  todas nuestras proteínas con  regiones TM 
contienen  un  epítopo  independiente  de  TAP  localizado  en  alguna  región  TM  de  la 
proteína. Sería  interesante averiguar si esta  tendencia a  la presentación  tan  frecuente 
de  regiones  TM  por  vías  independientes  de  TAP  es  una  característica  asociada  a  las 
infecciones virales. Para ello, sería necesario un análisis semejante al de esta Tesis con 
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otro  virus  grande  y  con muchos  epítopos  definidos,  como  por  ejemplo  CMV murino 
(Munks y col. 2006). 
 
Gran escala  Localización del epítopo 
Proteína  %  Número  % 
Citoplasmática  72%  Citosol  126  72% 
Lumen  15  9% 
Membrana  28%  Secuencia señal  31  18%  24 de HLA‐A2 
TM  3  2% 
Suma  175  100% 
   
Tabla  20.  Análisis  publicados  de  ligandos  independientes  de  TAP  en  células  no 
infectadas,  identificados por espectrometría de masas a gran escala:  localización de 
los ligandos en la proteína de origen.  
Se muestra el número y porcentaje de epítopos endógenos e independientes de TAP descritos 
en  la  literatura,  clasificados  según  su  localización  en  la proteína de origen. Datos de  (Wei  y 
Cresswell 1992; Luckey y col. 1998; Lorente y col. 2011) junto con los compilados en (Del Val y 
col. 2011).  
 
Recientemente se ha descrito que  las regiones TM, cuando se deslocalizan de su 
sitio  natural  en  la membrana  durante  el  proceso  de  ERAD  y  son  enviadas  al  citosol, 
sirven  como  motivo  de  degradación  preferente  para  el  procesamiento  por  el 
proteasoma,  favoreciendo  así  el  aporte  de  péptidos  a MHC  de  clase  I  (Huang  y  col. 
2011). Durante una infección la célula, que esta sintetizando de forma masiva proteínas 
virales, está sometida a un estrés de plegamiento y a una reducción de  la cantidad de 
chaperonas disponibles pudiéndose quizás generar una gran cantidad de  regiones TM 
deslocalizadas. Por medio de ERAD, las regiones TM deslocalizadas de las proteínas F5 y 
L2 podrían ser una señal de degradación que  las enviase al proteasoma, aunque no se 
explicaría  su  independencia de  TAP.  En este  contexto,  sería  interesante estudiar  si el 
proteasoma  está  también  implicado  en  el  procesamiento  de  los  otros  4  epítopos 
derivados  de  regiones  TM  e  independientes  de  TAP,  que  no  se  ha  podido  hacer  por 
derivar de proteínas de expresión post‐replicativa.  
Finalmente,  ninguna  de  las  2  proteínas  de  membrana  secretadas  analizadas 
contiene un epítopo independiente de TAP, pero su bajo número no permite reflexionar 
sobre su significancia.  
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Por  otra  parte,  en  la  bibliografía  se  encuentran  pocos  ejemplos  de  epítopos 
citosólicos y nucleares que se presenten a CTL de  forma  independiente de TAP  (Tabla 
19). Por el contrario,  los estudios a gran escala de espectrometría de masas de células 
no  infectadas  revelan  sorprendentemente que  la mayoría de  los  ligandos de MHC de 
clase  I  independientes  de  TAP,  el  72%,  derivan  de  proteínas  citosólicas  (Figura  3) 
(revisado en  (Del Val y  col. 2011)). Nuestros  resultados muestran que  la mitad de  los 
epítopos de VACV  independientes de TAP derivan de proteínas de membrana y  la otra 
mitad  de  proteínas  citoplásmicas.  Igual  que  los  estudios  a  gran  escala  de  células  no 
infectadas (Suri y col. 2006; Weinzierl y col. 2008; Oliveira y col. 2009), nuestros análisis 
han sido realizados de manera no sesgada, sin ideas previas sobre qué proteínas podrían 
ser  procesadas  de  manera  independiente  de  TAP.  Quizá  por  ello,  la  distribución 
membrana/citosol de nuestros epítopos  independientes de TAP se acerca más a  la de 
estos  estudios  a  gran  escala,  y  cuestiona  la  idea  preconcebida  de  que  si  la  proteína 
sortea TAP y entra a la vía secretoria hay más probabilidades de que lo haga el epítopo y 
su  presentación  sea  independiente  de  TAP.  Es  un  hecho  notable  que  nuestros  datos 
confirman que las vías de producción de ligandos para MHC de clase I independientes de 
TAP también muestrean ampliamente las proteínas que se encuentran en el citosol de la 
célula  infectada,  y  no  sólo  en  compartimentos  vesiculares,  contrariamente  a  lo 
comúnmente asumido. 
En  la  Figura  39  proponemos  distintas  vías  de  procesamiento  y  de  transporte 
alternativos  a  TAP  que  podrían  utilizar  los  epítopos  de  VACV  para  acceder  a  los 
compartimentos donde pueden unirse a moléculas de MHC de clase I. 
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Figura 39. VACV utiliza diferentes rutas en el procesamiento de sus antígenos.  
A) Las proteínas citosólicas (color azul) o sus DRIPs pueden ser procesados por el proteasoma (7 
péptidos)  o  de  forma  alternativa  por  otras  proteasas  citosólicas  (A51R,  B2R  y D1R578)  y  ser 
transportados  al  RE  a  través  de  TAP.  En  células  deficientes  en  TAP,  varios  mecanismos 
hipotéticos  (flechas moradas discontinuas) permitirían que  las proteínas y péptidos citosólicos 
como J3R, A23R y A8R189 accedan tras su procesamiento por el proteasoma a compartimentos 
vesiculares y secretorios: difusión pasiva a través de membrana, transporte a través de Sec61 u 
otro  transportador desconocido o bien mecanismos de autofagia a  través de  transportadores 
endolisosomales.  B)  Las  proteínas  de  membrana  (color  naranja)  acceden  al  RE  de  forma 
cotraduccional y pueden seguir  la vía secretoria. Hay ejemplos como  la proteína con secuencia 
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señal B8 que sigue la vía clásica proteasoma‐TAP, por lo que su epítopo, o bien se origina en el 
citosol a partir de DRIPs en el inicio de su traducción o a partir de proteínas maduras que deben 
ser  retrotranslocadas  al  citosol.  Este mismo mecanismo  de  acceso  al  proteasoma  podría  ser 
utilizado para el procesamiento de las proteínas con regiones TM, F5, L2 y B6; sin embargo, tras 
su procesamiento  citosólico  los 2 primeros epítopos  requieren de un  transporte alternativo a 
TAP (flechas moradas) para acceder a las moléculas de MHC de clase I. Las proteínas localizadas 
en  la vía secretoria también podrían acceder a moléculas de MHC de clase I de reciclaje en  los 
compartimentos endolisosomales. 
 
6.4. RELEVANCIA FISIOLÓGICA DE LA PRESENTACIÓN INDEPENDIENTE DE TAP.  
 
VACV fue el agente vacunal utilizado frente a la viruela humana. Sin embargo, no 
se  conoce  a  fondo  cuál  es  el  mecanismo  de  acción  de  esta  vacuna  con  la  que  se 
consiguió finalmente erradicar la enfermedad en el año 1977. Existe un gran interés en 
el estudio y empleo de VACV como vector vacunal para el desarrollo de vacunas contra 
patógenos  y  tumores.  Actualmente  se  han  propuesto  diferentes  líneas  atenuadas  de 
VACV  como MVA  (Sutter  y  col.  1994),  Copenhague  (Tartaglia  y  col.  1992),  NYVAC  o 
mutantes de deleción seleccionados  (Garcia‐Arriaza y col. 2011). Recientemente se ha 
descrito  que  la  proteína  CPXV12  de  una  única  cepa  del  virus  cowpox  bloquea  TAP  e 
inhibe  la translocación de péptidos al  lumen del RE (Byun y col. 2009; Alzhanova y col. 
2009). Dado que en  las primeras  inmunizaciones  frente a  la viruela  se  supone que  se 
utilizaba cowpox como agente vacunal, sería posible que los epítopos independientes de 
TAP pudiesen haber contribuido notablemente a la inmunización y protección frente a la 
viruela.  
Los pacientes deficientes en TAP tienen reducida la expresión de moléculas de HLA 
de clase  I en superficie y sufren de  infecciones bacterianas recurrentes sobre todo del 
tracto  respiratorio  superior y de  lesiones en  la piel  (granulomatosis necrotizante). Sin 
embargo, no son especialmente susceptibles a infecciones virales o por otros patógenos 
y  tienen  niveles  de  anticuerpos  normales  frente  a  varios  virus  (Gadola  y  col.  2000). 
Respecto a su repertorio de linfocitos en sangre, presentan una expansión de células NK 
y linfocitos T γδ pero un número bajo de linfocitos T CD8+ αβ (de la Salle y col. 1994). No 
obstante,  los  linfocitos T CD8+ citotóxicos son capaces de reconocer antígenos virales y 
desencadenar una respuesta específica frente a ellos (de la Salle y col. 1997). Por tanto, 
las  vías  de  presentación  de  antígeno  independientes  de  TAP  posiblemente  son 
relevantes en el control de muchas infecciones y son por ello la base de nuestro estudio.  
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Previamente se han descrito casos de protección frente a patógenos como VACV 
(Snyder  y  col.  2004)  o  Listeria  monocytogenes  (Rolph  y  Kaufmann  2000)  o  frente  a 
tumores deficientes en TAP (van Hall y col. 2007) mediante la vacunación con epítopos 
independientes de TAP. Nosotros hemos mostrado que la vacunación con DC incubadas 
con  péptidos  que  se  presentan  de  forma  independiente  de  TAP  protege  a  ratones 
silvestres y deficientes en TAP de una manera similar, disminuyendo significativamente 
la carga viral en el ovario de hembras infectadas. Esto indica que las vías independientes 
de TAP también son operativas en células normales del organismo, como las del ovario, 
y no sólo en células presentadoras de antígeno profesionales, como las DC 
Concluimos que los epítopos que se presentan por vía alternativas a la vía clásica 
contribuyen a la respuesta protectora de linfocitos T CD8+ frente a la infección con virus 
como VACV. Es  importante  seguir  caracterizando  las propiedades de estos epítopos e 
identificando las rutas alternativas que participan en su procesamiento para el diseño de 
nuevas vacunas recombinantes basadas en epítopos. 
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7. CONCLUSIONES 
 
1. De  los  linfocitos  T  CD8+  antivirales  que  se  activan  en  la  respuesta  primaria  en 
ratones infectados por VACV: 
‐ el 13%  reconoce antígenos que se presentan de  forma  independiente de TAP 
por MHC de clase I, 
‐ la mayoría reconoce antígenos procesados por el proteasoma, 
‐ no se detecta la contribución de antígenos procesados por TPPII. 
2. Se  identifican 12 epítopos de VACV que se presentan  independientemente de TAP 
in  vivo, 9 de  los  cuales  se  confirman en  células dendríticas  infectadas en  cultivo, 
empleando líneas de CTL monoespecíficas de cada epítopo. 
3. Los 12 epítopos virales independientes de TAP son más hidrofóbicos que los 18 que 
dependen de TAP y con mayor frecuencia derivan de proteínas de expresión post‐
replicativa  en  el  ciclo  viral,  asociadas  al  virión,  de  membrana  y  localizadas  en 
factorías virales.  
4. Los  6  epítopos  independientes  de  TAP  que  derivan  de  proteínas  virales  de 
membrana están  localizados parcial o  totalmente en  la  región TM de  la proteína 
excepto en un único caso. Los otros 6 epítopos independientes de TAP se localizan 
en  proteínas  virales  citosólicas,  contrariamente  a  lo  comúnmente  asumido  en  el 
campo. 
5. De los 24 epítopos virales analizados en detalle, sorprendentemente la mayoría (15) 
siguen vías de procesamiento y presentación antigénica distintas de  la vía clásica, 
pues o no requieren TAP (12) o son resistentes a la inhibición del proteasoma (3). 
6. En  contra  de  lo  que  se  ha  descrito  mayoritariamente  en  la  bibliografía,  los  5 
epítopos  independientes de TAP de VACV que hemos podido analizar se procesan 
por el proteasoma,  incluso aquellos derivados de proteínas de membrana, por  lo 
que  requieren  de  algún  mecanismo  posterior  de  transporte  a  compartimentos 
vesiculares para su acceso a MHC de clase I. 
7. Los  linfocitos  T  CD8+  de  memoria  activados  por  la  vacunación  con  2  epítopos 
independientes de TAP son  igualmente eficientes en el control de  la  infección por 
VACV en ratones C57BL/6 que en ratones deficientes en TAP. 
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VIRUS VACCINIA (VACV) 
Nombre  Características  Referencia 
WR  Cepa silvestre Western reserve 
vΔB8R  Mutante de deleción que no expresa la proteína B8R  (Verardi y col. 2001) 
 
VIRUS VACCINIA RECOMBINANTES, rVACV 
Nombre  Proteína foránea  Epítopo  Cepa VACV de origen  Promotor a  Características  Referencia 
rVACV‐ICP47  ICP47 de HSV‐1  ‐‐‐‐‐‐  WR  7,5 K  tk‐  (Snyder y col. 1997) 
VV‐F #  F de RSV  F85‐93  WR (vRB12)  7,5K Sintético  tk+  (Bembridge y col. 1998) 
VV‐Fsig‐ #  Fsig‐ de RSV  F85‐93  WR (vRB12)  7,5 K Sintético  tk+  (Bembridge y col. 1998) 
rVACV‐Kd  Kd  ‐‐‐‐‐‐  WR  7,5 K  tk‐  (Bacik y col. 1994) 
rVACV‐Kb  Kb  ‐‐‐‐‐‐  WR  7,5 K  tk‐  (Bacik y col. 1994) 
VV‐GFP‐Jaw1‐Ova *  GFP‐Jaw1‐Ova  SIINFEKL  WR  7,5 K Sintético  tk‐  (Prlic y col. 2005) 
cC‐Ova *  cC‐Ova  SIINFEKL  Copenhague  7,5 K Sintético  tk‐  (Medina y col. 2009) 
sC‐OvaΔC *  sC‐OvaΔC  SIINFEKL  Copenhague  7,5 K Sintético  tk‐  (Medina y col. 2009) 
 
 
Tabla 21. Virus utilizados. 
a 
El promotor 7,5K sintético es un promotor temprano/tardío optimizado a partir del promotor 7,5 K natural. # El epítopo F85‐93 se presenta por Kd por la vía 
clásica  dependiente  del  proteasoma  y  de  TAP  a  partir  del  virus  VV‐F.  Por  el  contrario,  F85‐93  se  presenta  independientemente  del  proteasoma  e 
independientemente de TAP a partir del virus VV‐Fsig‐. * El epítopo SIINFEKL se presenta por la vía clásica dependiente del proteasoma y de TAP a partir de 
los virus GFP‐Jaw1‐Ova y cC‐Ova. Por el contrario, SIINFEKL se presenta  independientemente del proteasoma e  independientemente de TAP a partir del 
virus sC‐OvaΔC. 
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Proteína  Longitud 
(aa) 
Expresión 
temporal a 
Localización subcelular b Secuencia 
señal  
Dominios 
TM 
Categoría funcional a Función
A19  78  Intermedio  Citoplasma Factoría viral ‐ ‐ Desconocido Proteína hipotética 8,3 kD
A23  383 Temprano  Citoplasma Factoría viral ‐ ‐ Transcripción Subunidad de 45 kD del factor de transcripción viral 
intermedio 3 (VITF‐3) 
A25  725 Intermedio  Membrana Factoría viral ‐ 1 Asociación al virión Proteína asociada a la membrana del MV. Proteína 
de inclusión tipo A truncada 
A3  643 Intermedio  Citoplasma Factoría viral y 
core 
‐ ‐ Asociación al virión Precursor p4b de la proteína 4b del core 
A38  278 Intermedio  Membrana Membrana 
celular y 
microsomas 
Si 5 Asociación al virión Glicoproteína de 32 kD similar a proteínas asociadas 
a integrinas. Promueve el flujo de calcio extracelular 
en células infectadas 
A42  134 Intermedio  Citoplasma Factoría viral ‐ ‐ Asociación al virión Homólogo de profilina
A47  253 Temprano  Citoplasma ‐ ‐ Desconocido Desconocida
A51  335 Temprano  Citoplasma ‐ ‐ Desconocido Proteína hipotética de 31,7 kD no esencial 
A6  372 Intermedio  Citoplasma Factoría viral y 
core 
‐ ‐ Asociación al virión Proteína del core del virión esencial para la 
morfogénesis 
A8 d  289 Temprano  Citoplasma Factoría viral ‐ ‐ Transcripción Subunidad de 32 kD del factor de transcripción viral 
intermedio 3 (VITF‐3) 
B1  301 Temprano  Citoplasma Factoría viral ‐ ‐ Replicación del ADN Ser/Thr quinasa
B16  327 Intermedio  Lumen, secretada Si ‐ Interacción con el 
huésped 
Receptor soluble de IL‐1β
B2  220 Temprano  Citoplasma ‐ ‐ Desconocido Desconocida
B6  173 Temprano  Membrana ‐ 1 Desconocido Proteína tipo anquirina
B8  273 Temprano  Lumen, secretada Si ‐ Interacción con el 
huésped 
Receptor soluble de IFNγ
C4  316 Temprano  Citoplasma ‐ ‐ Interacción con el 
huésped 
Antagonista del receptor de IL‐1
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Tabla 22. Resumen de las características de las proteínas de VACV. 
Información obtenida de Poxvirus Bioinformatics Resource y UniProt Knowledgebase. a (Yang y col. 2010), b (Chung y col. 2006; Resch y col. 2007) c (Maruri‐
Avidal y col. 2011). d Proteínas con 2 epítopos analizados en este trabajo. Las proteínas resaltadas en gris contienen un epítopo independiente de TAP. Las 
categorías funcionales “transcripción” y “replicación del ADN” se engloban en la categoría “regulación viral” en la Figura 28. 
 
 
D1 d  845 Temprano  Citoplasma Factoría viral ‐ ‐ Transcripción Subunidad grande de la enzima de ¨capping¨ del 
ARNm. Factor de terminación de la transcripción 
VTF 
E7  167 Intermedio  Citoplasma 
(asociada a 
membrana) 
EEV ‐ ‐ Desconocido Proteína miristoilada del EEV
E8  274 Intermedio  Membrana RE Factoría viral y 
core 
‐ 2 Asociación al virión Proteína de membrana asociada con el core y con IV 
e IMV 
F1  227 Temprano  Citoplasma 
Mitocondria 
Mitocondria ‐ ‐ Interacción con el 
huésped 
Inhibe la apoptosis interfiriendo la liberación del 
citocromo C 
F13  373 Intermedio  Citoplasma 
(asociada a 
membrana TGN) 
EEV ‐ ‐ Asociación al virión Proteína palmitoilada vp37 de la membrana del EEV 
F5  323 Temprano  Membrana Si 1 Desconocido Desconocida
G8  261 Intermedio  Membrana Factoría viral ‐ 1 Transcripción Factor de transcripción de los genes tardíos VLTF‐1 
J3  334 Temprano  Citoplasma Factoría viral y 
core 
‐ ‐ Transcripción Multifuncional: subunidad de la poliA‐polimerasa, 
cap‐metiltransferasa y factor de elongación de la 
transcripción 
J6  1288 Temprano  Citoplasma Factoría viral ‐ ‐ Transcripción Subunidad rpo147 de la polimerasa de ARN 
dependiente de ADN 
K3  89  Temprano  Citoplasma ‐ ‐ Interacción con el 
huésped 
Resistencia a interferón, inhibidor de PKR similar a 
eIF2α. 
L2 d  87  Temprano  Membrana Factoría viral ‐ 2 Desconocida Formación y elongación de la membrana creciente y 
de viriones inmaduros c 
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ICS ex vivo 
% IFNγ+CD8+/CD8+ a 
Orden de 
inmunodominancia  Hidrofobicidad
 b     
Epítopo  WT  Deficiente 
en TAP1  WT 
Deficiente en 
TAP1  OHM 
Tamaño 
(aa) 
MHC 
(H‐2) Secuencia 
c  Posición del epítopo en la 
proteína d 
J3R (289‐296) 2,3  4,4 19 1 5,50  8 Kb SIFRFLNI Citoplasma
G8R (34‐41) 10,0  3,0 2 2 7,50  8 Kb LMYIFAAL 5 aa TM + 3 aa citoplasma 
F5L (279‐287) 2,2  2,5 20 3 ‐0,44  9 Db SAPMNVDNL 1 aa TM + 8 aa luminal 
L2R (53‐61)  4,0  2,5 12 4 8,26  9 Kb VIYIFTVRL 9 aa TM
A38L (203‐210) 1,6  1,7 27 5 6,47  8 Kb KVFSFWLL 6 aa TM + 2 aa citoplasma 
A8R (189‐196) 5,2  1,6 7 6 8,11  8 Kb ITYRFYLI Citoplasma
A19L (47‐55) 2,4  1,5 18 7 4,01  9 Kb VSLDYINTM Citoplasma
A6L (265‐272) 4,1  1,1 11 8 5,25  8 Kb YTLIYRQL Citoplasma
A25L (257‐264) 2,1  0,9 21 9 4,67  8 Kb SIYQYVRL Luminal
A23R (297‐305) 2,7  0,6 17 10 6,71  9 Db IGMFNLTFI Citoplasma
F13L (307‐315) 1,7  0,6 25 11 0,41  9 Db FTIQNNTKL Citoplasma
E8R (141‐150) 1,4  0,5 28 12 4,42  10 Db FWFKNTQFDI 3 aa TM + 7 aa citoplasma 
L2R (61‐69)  3,2  0,3 14 3,07   9 Kb LVSRNYQML 3 aa TM + 6 aa luminal 
B16R (275‐283) 1,7  0,2 24 3,56   9 Db ISVANKIYM Luminal
A3L (270‐277) 9,6  0,1 3 4,66   8 Kb KSYNYMLL Citoplasma
D1R (282‐290) 3,5  0,1 13 6,22   9 Db LGYIIRYPV Citoplasma
B8R (20‐27)  20,0  0,1 1  1,23  8  Kb  TSYKFESV  Luminal 
A51R (78‐85) 8,3  0,1 4 4,34  8 Kb RISRFANL Citoplasma
J6R (993‐1000) 8,0  0,1 5 5,25   8 Kb INFEFVCL Citoplasma
A8R (70‐77) 2,8  0,1 16 5,91   8 Kb IHYLFRCV Citoplasma
C4L (125‐132) 1,9  0,1 22 2,32  8 Kb LNFRFENV Citoplasma
E7R (130‐137) 1,9  0,1  23  0,77  8 Kb STLNFNNL Citoplasma
B6R (108‐116) 1,1  0,1  30  5,54  9 Kb LMYDIINSV Citoplasma
A47L (138‐146)  5,1  0,1  8  2,82  9  Kb  AAFEFINSL  Citoplasma 
K3L (6‐15)  4,3  0,1  10  1,71 10 Db YSLPNAGDVI Citoplasma
A42R (88‐96) 1,7  0,1  26  4,06 9 Db YAPVSPIVI Citoplasma
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Tabla 23. Resumen de las características de los epítopos de VACV‐WR presentados por moléculas de H‐2b. 
Información obtenida de Poxvirus Bioinformatics Resource y de UniProt Knowledgebase.  a Porcentaje de  linfocitos T CD8+ peritoneales activados  tras  la 
reestimulación con 10‐8 M del correspondiente péptido sintético. b Se utilizó la escala OMH. c Se subraya el motivo de anclaje a la molécula de MHC de clase 
I en posición 5 del péptido.  d  Se  indica  la posición predicha  según  TMHMM  Server  v. 2.0.  Se  resaltan en  gris  los epítopos que  se presentan de  forma 
independiente de TAP.  
 
D1R (578‐586) 3,1  0,0 15 3,95 9 Db SMYCSKTFL Citoplasma
B2R (54‐62) 7,7  0,0 6 1,86 9 Db YSQVNKRYI Citoplasma
B1R (92‐99) 4,4  0,0 9 4,24 8 Kb INVEYRFL Citoplasma
F1L (200‐207) 1,2  0,0 29 0,80 8 Kb STREYLKL Citoplasma
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